Petunia属のアントシアニンとその配色に関与する遺伝子群の研究 by 松原, 紀嘉
（千葉大学学位申請論文）
　Petunia属のアントシアニンと
その配色に関与する遺伝子群の研究
　　　　　　　2008年1月
千葉大学大学院　自然科学研究科
　　生物資源応用科学専攻
　　　生物資源生産学講座
　　　　資源植物学分野
05UD5103
松原　紀嘉
目次
第1章　緒論 ・　・　・　・　・　・　・　・　…　　　　。1
第2章　ペチュニア品種におけるHf1遺伝子
　　　　の解析
緒書　　　・　・　・　・　・　…　　　。　。　・　・　・　・　…　　　8
材料及び方法
結果及び考察
摘要
第3章　ペチュニア品種における花のアント
　　　　シアニン合成系を制御するF3’5’H遺
　　　　伝子PCRマーカーの開発
緒言　　　・・・・・・・・・・・・・・…　　58
材料及び方法
結果及び考察
摘要
第4章　SE・PA・LL・TA－like　MADS－box遺伝子の変
　　　　異と花器官遺伝子の網羅的解析
緒言　　　・・・・・・・・・・・・・・…　　89
材料及び方法
結果及び考察
摘要
第5章　謝辞　・・・・・・・・・・…　　122
第6章　引用文献　・・・・・・・・… @　123
第1章緒論
　春から秋まで庭先を彩り豊に飾るペチュニア品種（Petunia　x
hybrida　Vilm，）は，1834年頃，　William　Herbertによってマジ
ェンタ色の野生種Petunia　inte　g　r　ifo　lia（Hook．）Sch　inz＆Thell．
（＝P．violacea　LindL）と白色花の野生種P2’槻如axi〃alis（Lam．）
Britto，　Sterns＆Peggenb．（＝P．　nyctagin　ifl　ora　Juss．）を用いた種
間交雑から始まった（Paxon，1836）．その後代の長年にわたる
改良と，その間に出現した突然変異体の利用により育成された．
　ペチュニアは，開花期が長く，色幅も豊富であり，強健で栽
培しやすいことから，花壇，プランター一，グランドカバー，ハ
ンギング，鉢植えなど広く利用され，春から秋の花壇の代表と
なった．近年では，野生種に近い葡割性のタイプが緑化用など
に多く用いられている．
　現在，品種として市販されているペチュニアは植物分類学上，
基本染色体数X＝＝7のPetunia属，とX＝＝9のCaiibrachoa属に
分けることができる（wij　isman・de　Jong，1985＞．本研究申で
ペチュニア及びペチュニア品種と表記するものは，Pε紐加σ属
を指すものとする．
　ペチュニア品種は育種が始められてから長い歴吏を経ている
が，ペチュニアの花の魯という形質は，その育種に大きな影響
を与えてきた．
　Andeら（2004＞によると白色，黄色を除く品種の花色を決
定する主要色素は，Cyanid三n－3－gluceside，　Peonidin・3－（acyl）－
rutineside－5－glucoslde，　Malvidin－3－（acy1）－r　tt　tin　bs　ide－5－glucoside，
Pet　tt　nidin－3－（acyl）－rutinoslde－5－glucosideの4種類のアントシ
アニンでのみ構成されている．さらに，4種類のアントシアニ
ンの配糖体を除いたアグリコンレベル〈アントシアニジン）で
類別すると，Cyanidin，　Peonidin，　Malvidin，　Petunidipの喚つ
に大別される．これを市販されているペチュニアの品種名で分
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類すると，Red，　C。ral，　Salm。nなどの色彩名を含む品種は
Cyanidin（以下，　Cyanidin系）を主要とする赤系個体，　Pink，
Roseなどの色彩名を含む品種はPeonidin（以下，　Pe。nidin系）
を主要とするピンク系個体，Blue，　Burgundy，　Lilacなどの色
彩名を含む品種はMalvidinまたはPetunidin（以下，　Malvidin
系）を主要とする青系個体となる（Fig．1＞．これら4つのア
ントシアニジンの他に，品種では主要色素として見られないが
Delphinidinが存在する（And。ら，2004＞．
　ペチュニアにおけるアントシアニン合成経路（Fig．2）の研
究は，1990年代に遺伝子工学の進歩と共に解明されてきた
（Holton　and　Cornish，　　1995）．
　本研究では，アントシアニン骨格B環の3’位が水酸化され
たCyanidin系、　Peonidin系をまとめて，Cyanidin系アントシ
アニンと表記する．また，アントシアニン骨格B環の3’位と5’
位が水酸化されたDelphinidin系，Malvidin系をまとめて，
Delphinidin系アントシアニンと表記する．
　アントシアニン合成の前駆体は3種類のdihydroflavonol
（dihydrokaempferol，　dihydroquercetin，　dihydromyricetin）で
ある．Cyanidin系とDe且phinidin系アントシアニンは，
dihydroquercetinとdihydromyricetinを基質として
dihydro　f！　av　on。14－reductase（DFR．）によって合成される
（Forkmann　and　Rahnau，1987）．
　DihydromyricetinはDihydrokaenpfero1のB環の3’位と5’位
が水酸化されて合成される場合と，DihydroquercetinのB環の
5’位が水酸化されて合成される場合とがある（Holtonら，1993）．
いずれの場合においても関与してくる鍵酵素はFlav。n。id－
3’，5’－hydroxylase（F3’5’H）であり，F3’5’Hが発現しなければ
Dihydromyricetinは合成されない．すなわち，Cyanidin，Peonidin
を主要色素とするCyanidin系個体ではF3’5’Hの発現が停止し
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Figure　1．Scatter　diagram　of　I95　commercial　petunias　in　the　first
and　second　principal　component　planes．（Ando　et　al．，2004）
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Figurρ2．　Floral　anthocyanin　biosynthetic　pathway　ln　Petunia
hアbrida．　Two　independent　loci　encoding　F3’5’H　control　the
quality　ofthe　anthocyanins．　F3’H＝flavonoid　3’－hydroxylase；
F3’5’Hニflavonoid　3’，5㌧hydroxylase；DFR＝dihydroflavonol
4－reductase；ANS＝anthocyanidin－．synthase；3GT＝UDP－g且ucose：
flavonoid　3－0－glucosy且transferase；RTニUDP－rhamnose：
anthocyanidin　3－glucosid・e－rhamnosyltransferase；AAT”
aromatic－acyltransferase；5GT＝UDP－glucose；anthocyanin　5－
0－glucosyltransferase；A3’MTニanthocyanin　3㌧
methyltransferase；A5’MT＝anthocyanin　5’－methyltransferase．
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ており，Delphinidin，　Petunidin，　Malvidinを主要色素とする
Delphinidin個体では，　F3’5’Hが発現していると考えられる．
　F3’5’Hは，シトクロムP450のスーパーファミリーに属して
おり，2つの遺伝子座Hf1，Hf2によって，制御されている（Holten
ら，1993）．Hf1は第1染色体上に存在し，花冠，柱頭，花粉
で発現するのに対し，Hf2は第5染色体上に存在し，花冠開部
のみの発現を制御する．このようにF3’5’Hは2つの遺伝子座
により制御されているが，Hf2よりもHf1の方がより強く発現
機構に影響している．
　一方，Pe。nidinおよびPetunidin，　Malvidinが合成されるに
は，CyanidinとDelphinidinがそれぞれメチル化しなければな
らず，その過程において必ずラムノシル化しなければならない．
そのため，Peonidin，　Petunidin，　Malvidinを主要色素とする個
体はCyanidin，　Delphinidinをラムノシル化する酵素
Anthocyanindin－3－glucoside　rhamnosyltransferase　（3RT）　が発現
しており，Cyanidin，　Delphinjdinを主要色素とする個体は3RT
の発現が停止していると考えられる．Nak　aj　imaら（2005）は，
3RTをエンコードするRt遺伝子の変異を明確にし，3RTの発
現機構を明らかにし，Cyanidin，　Delphinidinの非ラムノシル
化アントシアニン系とPeonidin，　Petunidin，　Malvidinの非ラム
ノシル化アントシアニン系を区別する遺伝子マーカーを開発し
た．
　上述のように，ペチュニア品種における主要アントシアニジ
ンを決める要因は，2つの鍵酵素3RTとF3’5’Hをエンコード
する遺伝子座の変異で説明できると考えられる．そこで本研究
ではこれらの理論を裏付けるために，F3’5’Hの発現解析を行
った．植物紡料には，ペチュニア品種を用いた．また解析技術
の応用による花色の早期選抜のための遺伝子マーカーを開発し
た．
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　一方で，ペチュニア品種は育種が始められてから長い歴史を
経ているが，その育種に大きな影響を与えたのは花色そのもの
だけでなく，複数の色が組合わさってできる花の模様，つまり
花色の配色という形質も育種の重要な目標とされてきた．
　現代のペチュニア品種には，様々な配色を呈するものがある．
例えば，白の覆輪で花冠開口部が着色するpicotee，花筒から
花冠開口部の中心にかけて白くなり花冠の淵は着色するM。rn，
それから花冠開口部の主脈付近が白色となり他の部分が着色す
るStarというような配色を呈する品種が存在する．
　近年，市販のペチュニアでは類を見ない配色のペチュニアの
変異体が得られた．それは，花冠開口部の配色が赤紫色で花冠
縁部が緑色の突然変異体であった．この表現型はpicoteeに分
類されるかもしれないが，花冠縁部が緑色な点から品種の
Picoteeとはことなる．Joseph　Harrison（1838）（Baileyの引用，
1896）は‘ared　body　colorwith　grass－green　border’のペチュニ
ア品種があったと記載していており，この花冠縁部が緑色の突
然変異体と類似している品種が過去にあったことがわかる．
Angenentら　（1994）　，　Ferrario　ら，　（2003），　Vandenbussche　ら
（2003）が行った逆遺伝学的手法によって得られたFBP2
（Flo　ral　Binding　Protein　2）の突然変異ペチュニアは，’Petal
with　an　eΨaerall　diffuse　green　hue，　the　e　ffe　ct　being　strongest　in
the　areas　surreunding　the　main　veins　and　at　ofthe　petals’という
表現型を示すと報告されている．この上述の表現型と花冠縁部
が緑色の突然変異体は，類似している点がある、しかしながら，
花冠縁部が緑色の突然変異体は，緑色の部位が花冠縁部のみで
ある点で異なる．以後，花冠縁部が緑色の突然変異体をGL
（Green－corolla－lobe）変異体と省略する．
　ペチュニア品種のPicoteeは，分子遺伝学的研究が進められ
ている．Picoteeの花冠縁部白色部位では，カルコン合成酵素
をエンコードするCHS遺伝子の発現が抑制されている（Saito
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ら，2006）．このため花冠縁部白色部位では，アントシアニン
は蓄積されずに，ケイ皮酸またはケイ皮酸由来の部室が蓄積さ
れている（Saitoら，2006）．
　本研究では，このGL変異体を今後の新しい遺伝資源として
利用するために，この変異の機能解析を行った．
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第2章 ペチュニア品種におけるHfl遣伝子
の解析
2．1．緒言
　ペチュニア品種（Petunia　x　hybrida　ViJm．）は，1834年頃，
wiHiam　Herbert　によってマジェンタ色の野生種　Petuniα
integrifolia（Hook．）Schinz＆ThelL（ニP．violacea　LfndL）と白色
花の野生種Petunia　axi〃alis（Lam．）Britto，　Sterns＆Poggenb．（＝P．
nyctagin　ifl　ora　Juss．）を用いた種間交雑から始まった（Paxon，
1836）．その後代の長年にわたる改良と，その間に出現した突
然変異体の利用により育成された．
　現在のペチュニア品種は，様々な花の色や形のものがある．
黄花及び白花を除く，ペチュニア品種の花色を形成している化
合物は，アントシアニン色素である．このアントシニン合成系
に関す研究は，ペチュニア，キンギョソウ，そしてトウモロコ
シなどをモデル植物としてかなり進められてきた（Holton　and
Cornish，1995；Ando　et　aL，2004）．
　アントシアニン合成の前駆体は3種類のdihydroflavono1
（dihydrokaempferol，　dihydroquercetin，　dihydromyricetin）で
ある．Cyanidin系とDelphinidin系アントシアニンは，
dihydroquercetinとdihydromyricetinを基質として
dihydro　fl　aΨ。n。14－reductase（DFR）によって合成される
（Forkmann　and　Rahnau，1987）．
　DihydromyricetinはDihydrokaenpfero1のB環の3’位と5’位
が水酸化されて合成される場合と，DihydroquercetinのB環の
5’位が水酸化されて合成される場合とがある（H。1tonら，1993）．
いずれの場合においても関与してくる鍵酵i素はFlav。noid－
3’，5’－hydroxylase（F3’5’H）であり，F3’5’Hが発現しなければ
Dihydromyricetinは合成されない．すなわち，Cyanidin（Red
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やSalmonの色を呈する），　Peonidin（PinkやRoseの色を呈す
る）を主要色素とするCyanidin系個体ではF3’5’Hの発現が停
止しており・Delphinidin，　Petunidin（BlueやBurgundyの色を
呈する），Malvidin（BlueやBurgundyの色を呈する）を主要色
素とするDelphinidin系個体では，　F3・5・Hが発現していると考
えられる・Delphinidin系アントシアニジンのDelphin　idinは，
それ自体を花冠に蓄積すると，花冠が萎縮してしまうため，市
販品種では主要花冠色素として存在しない（AndoetaL，2004）．
　ペチュニアの育種上，F3’5’Hは，花冠主要色素をCyanidin
系もしくはDelphinidin系に制御しているため，非常に重要な
役割を担っている．
　F3’5’Hは，シトクロムP450のスーパrファミリーに属して
おり，2つの遺伝子座Hfl，Hf2によって，制御されている（Ho】ton
ら，1993）．Hf1は第1染色体上に存在し，花冠，柱頭，花粉
で発現するのに対し，町2は第5染色体上に存在し，花冠開部
のみの発現を制御する．このようにF3’5’Hは2つの遺伝子座
により制御されているが，Hf2よりもHflの方がより強く発現
機構に影響している、F3’5’Hをエンコー一ドしているHf1遺伝
子の単離は完了している（Holton　et　aL，1993；Kikuchi　et　al．，
1993）．ピンク色の花冠で紫色の斑が入るペチュニアの変異体
において，Hfl対立遺伝子から新規のSp　m様トランスポソンが
発見された（Snowden　and　Napoli，1998）．
　市販ペチュニア品種において，Hfl遺伝子の機能欠失表現型
と類似したCyanidin系アントシアニンを主要花冠色素として
いるものがあるが，F3’5’H活性の失活の原因は未だ解明され
ていない．そこで本研究では，赤やピンク色の花をもつペチュ
ニア品種のHfi遺伝子の失活の原因を証明する．
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2．2．材料及び方法
2．2．1．植物材料
　Hf1遺伝子を解析するために，　Delphinidin系アントシアニン
を主要花冠色素とするペチュニア晶種‘Falcon　Blue’とCyanidin
系アントシアニンを主要花冠色素とするペチュニア品種
‘Falcon　Red’C　‘Falcon　Coral’，‘Baccara　Red’並びに
‘Celebrity　Scarlet’を用いた（Table　1）．
　植物個体の栽培は以下の通りに行った．
〈播種〉
①種子を各組合せにおいて1さや分（～IOO粒）または1さ
　やの種子数が少ない場合は60粒を目安に，ガラスサンプル
　管（5ml）に取り分けた．
②20％次亜塩素酸ナトリウム液（有効塩素1°／・）を2ml程度
　添加し，時々撹搾しながら5分間放置し，滅菌した．
③滅菌後，次亜塩素酸ナトリウム液をパスツールピペットで
　抜き，純水2ml程度を加え撹搾することにより洗浄を行っ
　た．洗浄は3回繰り返した．
④洗浄後，IOOppmジベレリン溶液を添加した
⑤直径60mmのポリスチレンシャーレ（IWAKI）内に，直径45mm
　のろ紙（TOYO，　ADVANTEC）を4－5枚重ねて置き，ジベレ
　リン溶液を含ませた種子を，種子同士が接着しないように
　パスツールピペットを用いて，ろ紙上に播種した．
⑥ろ紙を傾けたときに水分がしみlliる程度にジベレリン溶液
　を注いだ．
⑦シャーレは培養室内に設置された25℃のプレハブに移し，
　40W白色蛍光灯2本（24時間照明）の約30Gmm直下
　（3000m－2・cd・sr）に置いた．
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Celebrity　Pea｛：h　Ioe
Celcbrity　Red　Morn
Cd¢bri量y　Sc且rlet
Dreams　Red：）
Falcon　PaSlel　SaImorl
Falcon　Red　Mom　t）
Falcon　salmoni，
Madn¢ss　Redi）
Madness　Springi，
pri’meTime　Redi）
priineTim¢R¢d　Starり
prim¢Tim¢Salmon　Mom
’；f／－3’卯一3　　ノ！t？・1ノ！12・’
’ガfl－3　hfi　－3　　J，1］？－t　hP－∬
hfl－2’：ft－3　　ノジ2・ノ’瑠・’
’卯一2’ifl－s　　JrR－’hLt　？一ノ
ノ卯一3’if1－3　　’il2－1’iR－1
ノ卯一3ノ卯一3　　hLl？－1’ゴR一ノ
hfl－31！f7i　－3　　ノ！t？－1’，P－1
hfJ－2　i！fTi　・・3　　iij？一”！P－i
”fJ－3　hfl－3　　’ジ2－1’ij？’i
’，fl・3　hfl・3　　’搾一ノhP－’
hfJ－2’；fl－3　　’iJI！－l　hLJ7－’
hfl－3’tfl－3　　’び2－J’，LP－i
柳・2’if1－3　　’tP－1’喫一1
’，fl－3　i！fl－3　　ノ，R・ノ’ガ2・1
’tfl－2　hfl－2　　hLM－1　hP一ノ
’ifl－2　hft－3　　’，P・’解一’
P已。nidin　group
　　Bacoa路Ch已rry　Rosc1，
　　Baccara　Pink　Mem
　　B且cca1・a　Rose主，
　　Baocara　Ro5e　pioolee
　　Carpet　Rosel〕
　　Cel｛｝briヒy　Ju5t　pillk
　　Celeb百ヒy　Pi”k　Mom
　　Cel已b百【y　Ro5a　Bi　Color
　　Ce1¢brity　Strasvebeny　lc¢1｝
　　Dr¢ams　Pink
　　Fa［co皿Blu5h　Plnk
　　Fa［con　pink　Mom
　　Fakon　Rosei）
　　Madness　Ju　St
　　Ma山1e55　Ro5¢1｝
　　Mad且es5　Sheerη
　　PrimcTimc　P丘nkり
　　P肖m¢Time　pink　V¢」配dエ｝
　　PrimeTime　Ro5¢Fro副：，
　　Ultra　Pink1，
lifl－2／iji－s
hfl．S　hfl・3
’，fl’s”fi－s
’ifJ－3’！ρ一s
hfl－2”fi－3
itfll－2柳・3
ilfll－2　hfi・3
’ifl－2’！〃－3
’卯一3 tfl　－3
’！fi－3’ifl－3
’！ITi・2　t！tl・2
iif1－2　’lfl－3
’jfi－2　’！fl－3
hfl－3　s！tTi・3
hfl－2ノ卯一3
’；fl－21鼻3
解一2hfi－3
切一21汐一3
1！fli・3　hfl・3
ノ，fi－2’tfi－」
ノリ：～－1　　　’，R一ノ
hLl？一∫ノiP－’
ノrR－1’り2・’
’lf？一ノノ搾一ノ
’iLl［2－1ノガ2－1
’ザ2－1’i2－1
雌一ノhP一ノ
’，P－∫’r2・ノ
’iLt2－∫’！12－∫
’ILI　？－1’ij？－1
壇一”VE？－1
hP・1’り2－∫
ノゴ2－1’ゴ2－1
毎2－1ii／2－1
hLl？一ノhY～一ノ
iiP－1’ガ2－i
’42－i’rR－i
’び2－∫’ゴ2－1
’tl2一ノ’ガR・1
hfl－11v？－1
Ba｛：c旦ra　Pinkl，
Baoca田pink　V己i卍l
Baccara　Rose　Mern
Carpe！Plnkl［
Celebrily　Hoしpink
Celeb前y　Lilao　Mom
Celebriり・Raspbeπy　Ioe1）
C¢1酬1yR。甜S電ar
Cdobrity　Summer　ice
D爬ains　Rose
Fa韮con　Deep　Rose
Falcon　Pink　Vejn1】
Falcon　Ro5¢And　WIli1¢1｝
Ma面ess　pittki）
Madness　Rose　Star
Pri‘meTime　Light　pink　Vdn¢di）
Prim¢Time　Pink　Mom
primeTime　Rosei）
PゴmeTim¢Ro…ie　Star1〕
’副・3ノ卯・3
’lfi－2解一3
i！Lf－3／lt／i－3
’卵・2ノ’fl－3
’if1－s　hfi－3
’リワー2’if1　－2
’卯一2切一」
’卯一2iltll－3
hfi－s　i！fll・3
’リワー2／ijl－2
”fi－2切一3
’ifi’3　ilfi－3
iifi－3／！fll－3
’！fi－2　iltli－s
’ti1－2　hfi－2
’の一2／！fTi－3
’卯一2iifi－3
’｛〃－2’｛〃－3
’汐一21ift－3
itLi？・ノhR－1
’ガ2－”iLi［？－1
hR－”搾一i
’ゆ一”ゴ2－1
’ヴR－1’ザ2－l
hf？一”ρ一1
ノリ2－∬ノリR－　1
’，ρ一∬’ザ2一ノ
’り2。ノノリR。l
hP－”iP一ノ
’里〆2・∬’ヴ2・’
’鋸一1’四一’
’tLl？一ノ’ヴ2－l
hR－l　hL17－　i
’り2－’hR－’
’プ7一ノ’ガ2－’
々ρ一”iP－’
1ij？－i’IM・1
’！β一’罐一’
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Tab1e　I．　Continued
Cu】電iv且r　name 月1／　9¢口otype　　　／ve　菖enotype　　　　CUltivar　narne 柳genetyp¢　Hf？genoly鉾
MaMdi11－witllo山一eyc　gro叩
　　Bao¢ara　Blu¢1｝
　　Baccara　Burgundy　pioot㏄
　　Carpet　Blue
　　Ca叩cl　Blu¢Star
　　Ca叩et　Truc　Bluc
　　Celeb【i駐y　B圏u¢：，
　　Celebrity　Burgundyi｝
　　Dreams　Burgundy
　　Dreams　Neon　Rese
　　Falcon　Burgundyi｝
　　FalCDn　Plunl　Vein1｝
　　Madness　Burgしindy　Star
　　Madncss　Orchidi〕
　　Madness　Plum　CTazy
　　primeTime　Bluei）
　　primeTime　Burgundyi）
　　primeTime　pivm’｝
　　Uhr固Climsen　Star1，
Hfl　Hfl　　砂　　’び2－∫
砺1　’ifl－3　　’，P－1’り2－∫
瑚　　瑚　　　HLM　Hf？
Hfl　Hfi　　’iP・1’ヴ2イ
Hfl　hft－2　　HiM　功？
珈　　Hfl　　砂　　HiX？
Hfl　”fl－3　　hP－’h2－’
Hfl　ノ，fJ－3　　’ザ2－i　hLY［？一’
Hfl　i！tTl・3　　ノリ2イ　’ガ2・’
1ウ了　　　’リCノー2　　　　’1ρ一1　　ノザ2－1
岬　　Hfl　　hQ－1’ゴ2－1
Hff　刎一3　　h2一ノ’プ2－1
Hfi　励一3　　’搾一ノ’｛ノ2一ノ
Hft　Hfl　　Hl？　ノ｛ノ2－1
Hfl　Hfl　　Hf2　’瑠一∫
句7　’！〃－3　　’ザ2－1’il？一∫
Hff　ノ’fi・3　　ノゴ2イ　1ザ｝1
瑚　　i！tTt－3　　’げ2－’ノie－1
Ba㏄ara　B｝ue　Picotec
Ba㏄ara　pium
Carp¢t　Blu¢Lace
Carpe吐Plu皿り
Carpet　Ve］vet　i｝
Celebrity　Blue　ice1，
C¢1¢bri1y　Orc1lid　Io¢
DreaJ皿5　MidnlBhtl，
Falcon　Blue：，
Falcon　Mid　Bluei｝
Madn巳ss　Burgundyi）
Madness　Midnigh1t｝
Madnes3　Pluml，
Madness　Sugar【｝
PrimcTimeBlue　Star1｝
primeTi皿e　Burs肛ndy　S重ar1）
Ultra　Bluじ1｝
Ult路Phml｝
卵　　瑚　　　遅ρ　H］？
Hfl　’lfi－2　　’，R・ノ’iP・1
瑚　　瑚　　　ノガ2・”プ2－1
Hfl　hfl－3　　’ゴ2－1’瑠一’
彫1　Hfl　　’り2・ノ’，2一ノ
Hfl　1興・3　　’り2・ノhP－’
Hfl　’四一3　　’IM－1’瑠一ノ
Hft　Hfl　　HiX？　’≠P－∫
岬　　Hfi　　H］2　’りP・1
Hfl　切一2　　Hf？　ノガ2－1
Hfi　’！fl－3　　’｛ノ2－1’iLl［2一ノ
Hfi　hfi　－S　　功？　1げ2－∫
1刑　　’卯一3　　’i2－1解一1
Hfi　’ψ一3　　1り2－1’ゴ2－1
Hfl　Hfl　　㌍一”ガ2－1
岬　　ノ卯・2　　H］？　解一’
Hfi　月刀　　　月ρ　’！R・1
1｛〃　刎一2　　’ジ2－”ジ2・1
Malvidin・w仙・ey已group
　　Ca「pet　Lilao
　　C¢lebrity　Lilac
　　Celebrity　Sky　Blue
　　Pearl　Sky　Bl皿e■｝
　　PrimeTime　Lavender
　　primeTime　Mid　Blue
’ザf1－2　　’劉。3
’汐一2’卯一」
解一2hfi－2
’りft－2　　’卯一2
hfl－2　hfl－3
’リ「1－2　　’リ7－2
ヱ
腱躯雌理解耀解雌理解硯喫 Ca甲et　Sky　Bllle
Celebrity　Neon
Fa］con　Lilao
prirneT｛me　Carrnine
primeTime　Light　Blnei〕
ψ一2解一2　　H2　HM
’興・2’鼻3　　功7　’，）［？－l
iifl－2　hfl－2　　Hf？　’ガ2－∫
hfi－21tft一ゴ　　Hf？　i1P一ノ
ノifi－2　’副一2　　　　HIT？　　HLr　2
O山旦1『5（whit¢or　yello、ΨHow已r）
　　Baccara　Wllite
　　C岬¢t　湖1itc
　　C¢1已bd重y　YelIow
　　Falcon陥ite
　　PrimeTime　White
’rfl－3’班一3
’，fl－2’if1・3
hfl－3ノ｛〃－3
’！fi－3　hfi　－3
1卯一3’卯一3
hR－i　’！i［？・’
’JP－’idi－’
’iR一ノ’iP一ノ
HLM　’ijt？－1
’i］？・－1’り7一ノ
Carpet　Bu監ler　C爬am
Ccleb価ty　V賄lt¢
Dreε㎜5　Whitε
Madness　Wliite
Ultra　Wllito
’！ρ一2’卯一？
hfl－3　ilt7i－3
ilfTl－3　hfi・3
hfl　－3’ifi－3
hfl　－2’！fll－s
’！ノ2－1hf？－1
ノ！t？－1’！ρ・1
HiM　’びR・’
’！β・’hP－1
耀2　’iP一ノ
bC】assification　b）r口oral　anthooyallidin　pi呂丁nents　is　as　r¢ported　by　Ando（lt　ai．　｛2004）．
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播種後の管理
　①ろ紙から水分がしみ出る程度に純水を与えた．一週間
　　以上経っても発芽しない種子に対しては，純水の代わり
　　に，100pprnジベレリン溶液を与えた．
　②ろ紙や種子にカビが発生した時と，2週間以上経って
　　も発芽しなかった場合には，再び20％次亜塩素酸ナトリ
　　ウム溶液による滅菌を行い，再播種した．
〈プラグ上げ〉
　①発根・発芽し，子葉が展開した種子から随時，プラグト
　　　レイ（10×20穴を5×6穴に切断したもの）へ移植した．
　②あらかじめトレイにはプラグ用土（Metr。　Mix　350）を
　　　詰め，底面より十分水を浸した．トレイから水がしたた
　　　り落ちなくなってから，セルの中央にピンセットで穴を
　　　あけ，ピンセットで子葉が展開した植物体の基部をつか
　　　み，植え付けた．
　③植えかえは35－60株になるまで続けた．
プラグ上げ後の管理
　①面が乾いたセルを個別に，ポリプロピレン製水差しを
　　用いて灌水した．セル全体が乾いている場合は，底面潅
　　水も行った．
　②植物体の色が薄くなってきた株に対しては，マルチケ
　　ーミン（ジョージア　パシフィック　リグニン　ケミカ
　　ルデビジョン社）を水道水で2000倍に希釈した後，スプ
　　レーで葉面散布した．
＜鉢上げ＞
　2．5号ポリポットへの鉢上げ
・植物体の根がプラグトレイの底面から伸び出たものから川頁
　次，2．5号ポリポットへ移植した．
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・培養土には，赤土・堆肥・フヨーライトの混合土（体積比
　8：2：Dを蒸気式土壌消毒機で消毒し，マグアンプK（1．2kg／
　培養土6201）を加え，よく混合したものを使用した．
・移植の際，この培養土をポリポットに半分ほど入れ，セル
　から植物体をプラグ用土ごとピンセットで取り出し中央部
　に据え，周りから培養土を追加した．
・移植後には，黒根病を防止するため，ベンレート水和剤（19／
　水1且，デュポン（株））を水に溶かし，プラスチック製ジョ
　ウロで各ポットに十分与えた．
・2．5号への鉢上げは，50株を目安に生育のよい株から行い，
　50株に満たない交配組合せにおいては，全ての株を鉢上げ
　した．
　2．5号ポリポットの管理
・表面が乾いたポツトを個別に，プラスチック製ジョウロを
　用いて灌水した．適宜，マルチケーミンの葉画散布も行っ
　た．
　4．5号または，6号プラスチック鉢への鉢増し
・根が2、5号ポリポットの底面から伸び出るほど十分に生育
　した植物体を順次，4．5号または6号プラスチック鉢に移植
　した．
・移植後は黒根病を防止するため，ベンレート水和剤（1g／水
　ll，デュポン（株））を水に溶かし，プラスチック製ジョウ
　ロで各ポットに十分与えた．
・表面が乾いた鉢から，ホースの口に手を当てて植物体に強
　い水圧がかからないようにして灌水を行った．
〈施肥〉
・花付きを良くするため，液肥を夏季は1週間に1回，冬季
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　は2－3週間に1回与えた．液肥組成は，住友2号（1ml／水ID
　マルチケーミン（1m1／水ID，ベンレート（1g／水11）の3
　種を混合したものとし，生育状態に応じて，住友2号とベ
　ンレート，マルチケーミンとベンレートと使い分けた．
・葉の黄変に対しては，適宜マルチケーミンを葉面散布した．
　黄変が激しい個体には，硫酸第二鉄（lgノ水II，　Wako）を
　葉面散布した．
〈病害虫防除〉
・プラグトレイ・2．5号ポット時の幼苗のナメクジによる食害
　を予防するために，ベンチの上または下に，グリーンベイ
　ト（サンケイ化学（株））またはナメキール粒剤（日本農薬
　　（株））を置いた．
・ウドンコ病の予防として，こなでん（東海物産（株））を用
　いて，年中夜間の硫黄薫蒸を行った．
・夏季はハダニ発生が見られたので，日曹ジェットVP（DDVP），
　または，モスピランジェット（いずれも日本曹達（株））に
　よる夜間蕉煙を行った．
・カイガラムシの発生した株には，殺虫剤オルトラン粒剤（武
　田薬品工業（株））を株元に置いた．
・温室内の除草は，人力または除草剤（バスタ液剤，アベン
　ティス　クロップサイエンス　ジャパン（株））により適宜
　行った．
〈挿し芽〉
・花色素表現型固定株は，随時挿し芽を行い，維持に努めた．
・ウイルス伝染予防のため，一株ごとにカッター（カミソリ
　刃）を変えて挿し穂を採取した．
・挿し穂は挿し床に埋まる部分の葉を手で取り，挿し穂採取
　後IO分間以上，切り口を水にっけた．水気を切り，切り口
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　に発根促進剤：ルートンをっけ，その後セルトレイに入れ
　たメトロミックス350に挿した．
・底面に数箇所穴をあけたプラスチック容器（40cm×40cm，
　赤坂交易）に，パーライトを深さ3－4cmほど入れ，その中
　に軽く埋め込むようにセルトレイを入れた．同じプラスチ
　ック容器で蓋をして，保水性を維持した．プラスチック容
　器はペンチの下（薄日がさす程度）に置いた．パーライト
　が乾き次第，パーライト部分に潅水した．また，霧吹きで
　常時，植物体と容器内の湿度を保った．
・セルトレイの底の穴から発根が確認され次第，通常の培養
　土を用いて2．5号ポツトへ移植した．
〈交配方法〉
ペチュニアは自家不和合性を示す個体があるので，交配は蕾受
粉を行い，自家不和合性因子が働く前に受粉させた．
　①成熟蕾の2／3大以下の蕾の花柱から花筒にかけてピンセ
　　ットを用いて切り開いた．
　②ピンセットを用いて①の蕾の除雄をした後，同個体中の
　　開蔚した花から雄蕊を採取し，①の蕾の雌蕊に受粉させ
　　た．
　③ホッチキスで蕾の花筒を閉じ，他の花粉が着かないよう
　　にした．
　④続けて受粉を行う時は，ピンセットの先端をライターで
　　焼き，花粉を死滅させた．
2．2、2．DNA抽出，　PCR解析並びにサブクローニング
　ゲノムDNAの抽出は，改変CTAB法（Lassnerら，1989）を
用いた．植物個体の幼葉は，ピンセットで採取した．サンプリ
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ングは実験の直前に行い，実験開始時まで4℃で保存した．
〈改変CTAB法〉
　①生長した個体より幼葉を0．2～O．3g取り，2mlアシスト
　チューブ（アシスト（株））に入れ，さらにステンレス3．2
　　φ（TOMY）　2球を一緒に入れた後，液体窒素に20秒間
　入れて凍結させた．
　②凍結させたアシストチューブをMicr。　SmashTM　MS－
　100（TOMY）に入れ，4000rpm，20秒間で葉片の粉砕を行っ
　た．
　③完全に粉砕した後，抽出バッファー（O．1MTris－HCI，0，005
　MEDTA，0．35MSorbite1，10mM　2－Mercaptoethanol，　pH7．5
　に調整）を加え，粉砕した葉片を溶解し，12000rpm，
　　5分間，4℃で遠心した．
　④上清を捨てた後，抽出バツファーを加えてペレツトを溶
　解し，12000rpm，5分間，4℃で．遠心した．
　⑤多糖類の粘性がなくなるまで㈹～㈱をくり返した．
　⑥多糖類の粘性がなくなったら，上清を捨て300μ1抽出
　バッファーと300μ11Jシスバッファー（0．2　M　Tris－HCI，0．05
　MEDTA，2MNaCl，2％CTAB，　pH7．5に調整）を加え，ペ
　　レットを溶解した．
　⑦120μ15％サルコシルを加えた後，65℃，10分間の湯煎
　処理をした
　⑧一30℃クロロホルムーイソアミルアルコール（241D
　　を600μ1加え10分問混和した後，15000rpm，5分間，4℃
　　で遠心し，水層をエッペンチューブに回収した．
　⑨600μ12－Pr。pan。1を加え，3分間静置した後15000rpm，
　5分間，4℃で遠心した．
　⑩上清を捨て，5GOμ170％Ethan。1を加え15000rpm，3分
　　間，4℃で遠心した．
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⑪ペレット風乾後，50μ1のTEに溶解した．
〈電気泳動＞
　DNAサンプルをアガロースゲルで電気泳動することによっ
てバンドの位置と濃さを分子量マーカーと比較し，DNAの長
さと濃度を測定した．
　①工×TAE　bufferにAgaroseを加え，電子レンジで融解し，
　最終濃度0．7～1．5％アガロースゲルを作成した．
　②適当量のDNAサンプルに1／5量の6×Dyeを加え混合
　　し，ゲルのウェルにアプライした．また，ゲルの両端のウ
　　ェルに12μ1分子量マーカー（2．6μgマーカー（Nippon
　Gene　marker2もしくはNipPon　Gene　marker9），　1　94．8μ
　　1TE（pH8．0），60μ16×dye）をアプライした．
　③0．lmg／mlになるようにEthidium　Br。mideを加えた1×
　TAE　bufferで100V，30～40分間電気泳動した．
　④泳動終了後，ゲルを蒸留水で洗浄しトランスイルミネー
　　ターにのせ，写真をとった．
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〈PCR解析＞
　TaKaRa　Ex　Taq（TaKaRa，　Shiga，　Japan）を用いて行った．組成
は以下の通りである．
Template　DNA
10×Ex　Taq　Buffer
d’NTP　MIxture（2．5mM＞
downstream　primer（50　pM）
upstream　primer（50　pM）
ExTaq　（5U／μ1）
D．W．
　1μ1
　5μ1
　4μ1
　1μI
　lμl
O．5μ1
37．5μ且
Total 50μ1
　Hfi遺伝子の完全長領域を調べるため，プライマーはHf1－f1
とHf1－rl（Table　2）を用いた．
　反応条件は95℃5分間の熱変性を行った後，熱変性95℃，45
秒間，アニーリング55℃，1分間，伸長72℃，2分問を30サ
イクル行い，72℃，10分間の伸長反応をした．
　hf1遺伝子の転移因子を含む領域の断片長を得るため，プラ
イマー：Hf1－f4とHf1－rl（Table　2）を用いた．
　反応条件は95℃5分間の熱変性を行った後，熱変性95℃，45
秒間，アニーリング58℃，1分間，伸長72℃，5分間を35サ
イクル行い，72℃，IO分間の伸長反応をした．
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Tnblc　2，　PCRamp1訂icalkm　an‘scqucnci皿！primoIs　used　in　ti1［ss【ud｝’・
primじrnumb¢r SctlUc“cc（5L3’） Tm｛℃）
Hfl
「
「
ATCATAAGGTTCATrrrATCIT6ATCA
　　TTGGTTCrrrTrAGCCGATAAG「『C
GC’ITGGATGGAI’ITACAAGGGATAG
　　　TGCAAAA㎝G⊂GATAACGTG
　　　GGATCTCGAACGAACCATGC
　AAGAACCCTACCATTTTGAGAAAAG
　TATTG丁GCTATAATTGCGCA丁G丁TG
CCATCATATACCAAATTGAACAATATC
TCACAGTTACGTCACTTAATCTrCAAAA
　CAGGAG丁CATGGC丁丁GTAGTAG（：”1℃
　CTGAGAAGACACGATGG丁TCA〔Tr
GTTACCAGAATTTGTTCACAGTGAAG
CAGGATCCAGAGATGAAAACTC丁CCτ
　CAGTTCITGATGGGACTAAATGAGG
AAGI’ITCTGATGTAGGGTCAGTGAGA
　　　AGCCCCCTI’ITC：CAAGTA（ic
CCI’rGCAAGATGTAGAGGTGTI’GTA
　GGTG㎜AGGGTATC（：rrlTGCT
　CGACATCCI丁rGGATACAATCAAAC
　　　　TrGGGGAT〔コ℃TTCCA丁TGC
　ATτTTCCAAACrTGGGGATCTCTrC
　ATTACAGTAACrATTGATATTG丁rC
　　　TTAGCATCACTTGTCCGATCA
　GCCGGTAGTTITTGAAATAAGAGTT
TITGACCTACTGAAATGACTACTCCAAT
　TTAAAATTCAGGTCOTAAATTCAGC
　TCAATGGTTGGTCAGCCITATτ丁rA
　AG〈：CCAAATATCAACrAGCCCATAA
　CCCATTCTATTGCACTAGAAGAAGT
　ATT丁CCGGACTCCCAACH’GCCCAT
　AGGGTTrGGACTGCAAAAGAGATA
　GCCr「rCrAGGCTTCATCrGATITTA
　　AGAA㎝GGAACCTGGCTAGGAC
AAG⊂TAGGCACATATAAAACrG丁rrGG
　CACAGAATGTGCCAA（｝TTAATTGTτ
　GAGAAGCAGCrrGAAGGTAAGACAC
　　　TGCAAAACrrG　CGATAACGTG
　CAGGAGTCATGGCITGTAGTAG〔了C
AAGCrAGGCACATATAAAA〔］「GTTTGG
　　　TTGGGGAT〔コ’㎝℃CAATTGC
52
T3
解
　　　　　　fI
　　　　　　f6
　　　　　　rl
　　　　　　rZ
　　　　　　r5
彫2－markerI
HY？－markcr2
　　AGCτCTATCτGGcr「rAGACAAA
　AT〔CAG〔］「CτATCTG　GCTTTAGACA
　　TTTCAGCTrG〔：TAATCC（コ■CTTr「r
　TCGAτLGTT丁GATATGAGCAGAGAAG
　GCITGGATGGATTTACAAGGGATAG
　　GGTGAAA⊂rTACAGGTC八TGTGA
　　　GGATCTCGAACGAACCATGC
　　　TrGAAACATGCCrrrAC（i］［「GG
　ACATATCAAGATTCTCACAATCACA
τCACAATCACAAGAAATAAAAGGAAGG
　ATrrlT（］LGCTGATAGTTG丁TrCCA
　　　TACACAATCACATGACCrGTA
　GGGAGAGんへcr『rAATrCAGCTGAT
　ATCCAGCrCTATCTGGC丁TrAGACA
　GGGAGAGAACrTrAATrCAGCrGAT
1，s”・f3
Pst－f5
1観・r4
TGATGGA丁TATTGGAAGAAGAGCAT
CT…G㎜CA－ACACAG「rAGCGACAACAA ATC丁GTC
Pロ置ロnia　ADFl
　　　　PhADF1．Ibr
　　　　PhADFl一爬、一
CCCITrcrorccrArmGGTTCT
CAAACACCATAAAACGAVa，CITATC（：
置」5
T－、’ectOT
隔ηS TA丁T丁AGGTGACA〔］．TATAG
TAATACGACTCAcrATAGGG
釦52
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　増幅されたDNA断片を含むPCR反応液は，電気泳動により
断片長を確認した．続いて，PCR反応液全量は，工タノール
沈澱を行い濃縮した．
〈エタノール沈澱〉
　①サンプルの2．5倍量Ethan。1，1／10量3M　CH3COONa
　（pH5．2）を加え，混合した．
　②80℃，15分間静置した．
　③15000rpm，15分間，4℃で遠心した．
　④上清を捨て，70％Eth・an。1500μ1加え15000rpm，5分間，
　4℃で遠心した．
　⑤上清を捨てペレット風乾後，10μ1のTEに溶解した．
　次に，低融点アガロースゲルを用いて電気泳動を行い，ゲル
からの切り出しを行った．
〈ゲルの切り出し〉
ゲルからのDNA断片回収はQIAEX　IIGel　Extracti。nl（it（Qiagen，
Teky　o，　Japan）を用いた．
　①SEAKEM，GTG（FMO）を用いて1×TAE　b・u・ffer（40mM　Tris，
　40mM　CH3COOH，1mM　EDTA）に融解し，最終濃度1％
　アガロースゲルを作成した．
　②サンプルに1／5量の6×Dye（O．25％br。m。phenolblue，
　30％　GlyceroDを加え混合し，0．1　mg／mlになるように
　Eth　idium　Bromideを加えた1×TAE　bufferで電気泳動した．
　③目的のDNA断片を剃刀で切り出し，1．5mlエッペンチ
　ューブに回収した．
　④QX正バッファーを以下の分量で加える．
　　DNA断片く100bp　　　　　ゲルの6倍量のQXIバツ
　　ファーを加える．
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　100bp〈DINA断片〈4　kbp　　ゲルの3倍量のQXIバツ
　ファーを加える．
　DNA断片＞4kbp　　　　　ゲルの3倍量のQX1バツフ
　ァーと2倍爆の滅菌水を加える．
⑤30秒間やさしく振とう．QIAEX　IIを以下の分量で加え
る．
　DNAサンプル2μg以下　　　QIAEX　II　lOμ
　DNAサンプル2μ9以上　　　QIAEX　H　30μ
⑥50℃で10分間インキュベートする．2分ごとにボルテッ
クスする．混合液が黄色であること確認する．もし，混合
液がオレンジもしくは紫色であれば10μ且の3M　Sodium
acetate（pH　5．0）を加える
⑦12000rpmで30秒間遠心．上澄みをピペットで吸い取っ
て捨てる．
⑧Qxlを500μ1加えて：ボルテックスする．12000　rpmで30
秒間遠心．上澄みをピペットで吸い取って捨てる．
⑨PEバッファーを500μ1加えてボルテックスする．12000
rpmで30秒間遠心．上澄みをピペットで吸い取って捨てる．
これを2回繰り返す．
⑩ペレットを自然乾燥（10～15分間；白色になればよい〉．
⑪10μ1の滅菌水に溶解後，12000rpmで30秒間遠心．上
澄みを新しいエッペンチュー一ブに回収する．
　続いて，得られたDINA断片のライゲーション反応，トラン
スフォーメーションを行い，マスタープレートを作成し，コロ
ニーダイレクトPCRによりレプリカブレートを作成した．レ
プリカプレートよりそれぞれのDNAが挿入された大腸菌を液
体培養し，プラスミド抽出を行い，RNase処理，クロロホルム
処理，エタノー一ル沈澱を行った後，1％アガロースゲルで電気
泳動を行い，濃度を確認した．また，抽出したプラスミドをT一
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vector塩基配列中のT7プロモーター領域及びSP6プロモータ
ー領域からPCR反応で増幅させることにより，インサートの
確認を行った．
〈ライゲーション反応＞
　pGEM－T　Easy　Vector　System（Promega，　Tokyo，　Japan）　を用い
て行った．組成は以下の通りである．
DNA断片
pGEM－T　vector
2　×Rapid　Ligation　Buffer
T4　DNA　Ligase
3μ1（150ng）
1μ1（50ng）
　　　5μi
　lμ1（lu）
Total 10μ1
反応は16℃で2時間30分行った．
＜トランスフォーメーション＞
　COMPETENT　high　JM109（TaKaRa）を用いた．
　①氷中でコンピテントセルを融解した．
　②50ngプラスミドを融解したコンピテントセルに加え軽く
　混和した後，25分間氷冷した．
　③混合液を厳密に42℃，60秒間静置した後，2分間氷冷し
　た．
　④キット付属のSOC培地900μ1を加え，37℃，55分間振
　盈培養した．
　⑤培養液を1．5　rn　1エッペンチューブに移し，1500e　rpm，1
　分間，2⑪℃で遠心した．
　⑥上清を900μ1取り除いた後，残りの液（100μ1）でペレ
　ットを懸濁した．
　⑦37℃に温めておいたLBA－IPTGIX－gal寒天培地（1％Bact。
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Tryptone，　0．5％Yeast　extract，　1％NaCl，　1．5％Agar，　50μg／ml
Ampioilin　，　　0．004％　　5－Bromo－4－Chlero－3－indolyl一　β　　一D－
Galactoside，100μMlsopropy且一β一D－thioga且actopyranoside）に
懸濁液を滴下し，コンラージ棒…で塗り広げた．
⑧37℃で16時間培養し，以後この培地をマスタープレート
として用いた．
＜コロニーダイレクトPCR＞
TaKaRa　Ex　Taqを用いて行った．
　①培養プレートより白色のシングルコロニーを爪楊枝でつ
　つき，LBA寒天培地（1％Bacto　Tryptone，0．5％Yeast　extract，
　1％NaC1，1．5％Agar，50μg／ml　Ampicilin）に軽くあてた
　後，5μ1滅菌水につけ数回撹搾した．レプリカプレートは
　37℃でコロニーが形成されるまで静置した．
　②PCR反応は以下の組成で行った．
Template　DNA
lOXEx　Taq　Buffer
dNTP　Mixture（2．5mM）
T7primer（50　pM＞
SP　6　primer（50　pM）
ExTaq　（5U／μD
D．W．
　5μ1
1．5μI
　lμ1
0」μ1
0．1μ1
0．1μ1
Tota1 15μ1
反応条件は94℃5分間の変性を行った後，変性94℃，45
秒間，アニーリング55℃，45秒間，伸長72℃，1分間を30
サイクル行い，72℃，IO分間の伸長反応をした．
プライマーはT－vector中の塩基配列で構築した．
プライマー塩基配列は以下の通りである．
24
T7　primer：
　　　5’－GTAATACGACTCACTATAGGGCGA－3’
SP6　primer：
　　　5’－TATTTAGGTGACACTATAG－3，
〈プラスミド抽出〉
　アルカリーSDS法を用いて抽出した．
　①培養プレートから白色のシングルコロニーを爪楊枝で拾
　　い上げ，50mi　LB液体培地（1％Bacto　Tryptone，　O．5％Yeast
　extract　，1％NaC1，50μg／m1　Ampicilin）に入れ，37℃で1
　4時間振塗培養した．
　②培養液を1．5m且エッペンドルフチューブに移し，
　　15000rpm，30秒間，20℃で遠心し，集菌した．
　③上清を捨てた後，氷冷Solutionl（25mMTris－HCI（pH8．0），
　　10mM　EDTA（pH8．0），50mM　GIu。ose）100μ1加え，懸濁し
　　た．
　④Selution　ll（0．2N　NaOH，1％SDS）200μ1加え軽く混合
　　し，5分間氷冷した．
　⑤氷冷Solution　III（3M　CH3COOK，11．5％CH3COOH）150
　　μ】を加え，懸濁した後5分間氷冷した．
　⑥Chlor。form　IOμ1を加え，激しく懸濁し，菌体をマスク
　　した．
　⑦15000rpm，5分間，4℃で遠心した．
　⑧上清を回収し，2－Pr・pan。1450μ1加え，2分静置した．
　⑧15000rpm，5分間，4℃で遠心した．
　⑨上清を捨てた後，70％Ethan。1500μ1加え150eOrpm，5
　　分間，4℃で遠心した．
　⑩上清を捨てペレット風乾後，30μITEに溶解した．
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〈RNase処理〉
　抽出したプラスミドDNAからのRNA除去はRibonuclease
（DNase　free）Solution（Wako）を用いた．
①TEもしくほ蒸留水に溶解させたDNAサンプルに溶液1
ml／RNase　lμ且を加え，軽く懸濁した．
②37℃，30分間以上静置したものをク1コイソ処理，エタノ
ール沈澱し，RNA　freeサンプルとして扱った．
〈クロロホルム処理〉
　①サンプルと等量のクロ・イソ（Chlor。f。rm：IsoamylAlc。h。1
　＝24：1）を加え，3分間穏やかに混合した．
　②15000rpm，5分間，4℃で遠心した．
　③水層回収後，工タノール沈1殿を行った．
　抽出したプラスミドを用いてシークエンス解析を行った．ま
た，解析によって　5’末端，3’末端より順次に決定された配列
を用いて，未知配列のシーケンス解析用のプライマーを設計し
（Table　2）完全長の配列を決定した．
〈シークエンス解析〉
　解析は3100Genetic　Analyzer（Applied　Biasystems）で行い，
実験方法は3100Genetic　Analyzer付属のプtrトコールに従っ
た．
LPCR反応
PCR反応にはBig　Dye（ApPlied　Biosystems）を用いた．
①使用する鋳型DNA，プライマーおよび蒸留水を氷冷した．
また，Big　Dyeは氷中で融解させた，
②以下の条件でPCR反応を行った．
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鋳型DNA（プラスミド）
プライマー（1．6pmo且／μD
Big　Dye
5XSequenceバッファー
D．W．
1μ1（500ng）
　　　1μ且
　　　2μ1
　　　2μ1
　　　4μ1
Total 10μ1
反応条件は96℃1分間の変性を行った後，変性96℃，30
秒間，アニーリング50℃，15秒間，伸長60℃，4分間を
25サイクル行った、
ILPCR産物の精製
　PCR反応液中には反応に使われなかったプライマーやdNTP
が含まれているため，PCR産物の精製を行った．精製には
Centri－Sep　Spin　Columns（Applied　Biosystems）を用いた．
　①カラムチューブの上ブタをはずし，800μ1滅菌水を加え
　た．
　②カラムチューブを激しくボルテックスし，カラム中の空
　気を取り除いた．
　③2時間以、上室温で静置した．
　④カラムチューブの上ブタ，下ブタの順にはずし，WASH
　TUBEにのせ，上清がカラム表面までなくなるまで静置し
　た．
　⑤カラムチューブをはずし，WASH　TUBEにたまった液を
　捨て，再びカラムチューブをのせ，2500rpm，2分間，20℃
　で遠心した．
　⑥カラム中心部に標識したプローブ反応液を加え，カラム
　チューブをSAMPLE　COLLECTION　TUBEにのせた．
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2500rpm，2分間，20℃で遠心した，
⑦SAMPLE　COLLECTION　TUBEに集まったものをPCR産物
として用いた．
HI．シークエンス解析
　①PCR産物をアルミで包み遮光し，アスピレーターを用い
　て完全に乾燥させた．
　②乾燥したPCR産物に10μ1氷冷F。rmamideを加え，ピ
　ペッティングによって融解させた．
　③3100Genetic　Analyzer付属のサンプルチューブにPCR産
　物を移し，95℃，2分間熱変性した後，5分間氷冷した．
　④PCR産物の入ったサンプルチューブを3100　Gen・etic
　Analyzerにセットし，シークエンス解析を行った，
　3100Genetic　Analyzerの使用方法は以下に示す．
　得られた配列のホモロジー解析は，BLASTprogram（Altschul
ら，1997）によって行った．
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2．2．3．RT－PCR解析
　F3’5’Hが確実に発現しており，遺伝子型がHf1　Hf1と思われ
るペチュニア品種‘Falcen　Blue’，また，F3’5’Hの発現が抑制
されていると思われるペチュニア品種‘Falcon　Red’，そして，
‘Baccara　Red’を用いた．植物個体の開花直前の花冠をピン
セットを用いて採取した．サンプリングは実験の直前に行い，
実験開始時まで4℃で保存した．
　なお，用いた花冠のステージは，Holtonら（1993）による
ノーザン解析を元に，Hf1遺伝子の発現量の多いステージ3（3．5
cmの蕾）の花冠を用いた．
＜RNA抽出＞
　tota1　RNAの抽出はRNeasy　Plant　Mini　Kit（QIAGEN）を用い
た．使用する機具はRNase－OFF（TaKaRa）で，チップ，エッペ
ンチューブはオートクレープ120℃，20分間で処理し，RNase
を不活性化した．
　①サンプル0．lgを液体窒素，乳鉢で粉砕し，スパチュラ
　を用いて1．5mlエッペンチューブに回収した．
　②450μIRLT　buffer（RLT　lm1／2－Mercapt。ethan。l　lOμD
　を加え，室温で激しくボルテックスした．
　③溶液をQIA　shredder　spin　columnに移しとり，15000　rpm，
　2分間，20℃で遠心した．
　④上清を回収し，0．5倍量のEthan・1を加え混和した．
　溶液をQIA　mini　spin　columnに移しとり，IOOOO　rpm，15
　秒間，20℃で遠心した，
　⑤新しい2m　l　c・llecti。n　tubeにかえ，c。lumn　tubeに700
　μ1　RWIを加え，10分間室温で静置した．
　⑥10000rpm，15秒間，20℃で遠心した後，　c。Ilecti。n　tube
　にたまった液を捨て，column　tubeに500μl　RPEを加え
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た．
⑦10000rpm，15秒間，20℃で遠心した後，　c。llecti。n　tube
にたまった液を捨て，columntubeに500μ1　RPEを加え，
15000rpm，2分間，20℃で遠心した．
⑧c。且umn　tubeを1．5m　1チューブに乗せ，50μ1　Rn・ase　free
．waterを加え，10分間，室温で静置した．
⑨15000rpm，1分間，20℃で遠心し，さらにc。lumn　tube
に50μIRNase　free　waterを加え，　IO分間，室温で静置し
た．
⑩15000rpm，1分間，20℃で遠心し，1．5mlチューブに回
収したものをtotal　RNAとして用いた．
〈DEPc処理水〉
　蒸留水にDiethyl　Pyrocarbonate（SIGMA）をO．1％になるよ
うに加え，激しく混合し，室温で一晩静置した．その後オート
クレープ120℃，20分間処理した．
〈RNAの濃度測定〉
　分光高度計UV－265FW（Shimadzu）を用いて測定を行った．
　①コントロール用石英セル，サンプル用石英セル共に
　Ethanol液から出した後，蒸留水でIO回共洗いした．
　②サンプル用石英セルにDEPc処理水600μ1加え，分光高
　度計にセットした．
　③抽出したt・tal　RNA　lOOμ1から6μ1とり，DEPc処理水
　594μ1と混合し，サンプル用石英セルに入れ，分光高度計
　にセットした．
　④OD2s。，　OD26。，　ODユ3。の値を測定し，その内OD26。の値
　をtota且RNA量とした．
　測定するサンプルが複数ある時はその都度サンプル用石英
　セルを蒸留水で10回共洗いした．
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〈RT・PCR反亦〉
　精製したtotal　RNA　IOμ9を用いてRT－PCRを行った．RT－PCR
に用いたプライマーと反応条件は以下の通りである．
逆転写反応
　3’－Full　RACE　Core　Set（TaKaRa）を用いた．反応は以下の組
成で行った．
template　total　RNA（1μg）
1　0XRNA　PCR　Buffer
MgCi2　（25mM）
dNTP　Mixture（10mM）
RNase　inhibitor（40U／μ1）
01igo　dT－3　sites　Adaptor　primer（2．5μM）
AMV　Reverse　Transcriptase　XL（5U／μ1）
Rnase　Free　dH，0
　1μ1
　2μ1
　4μ1
　2μ1
0．5μ1
　1μl
　l
8．5μ1
Total 20μ1
　反応条件は30℃で王0分間，55℃で60分間のcDNA合成を
行い，94℃で2分間，熱変性を行った．その後，4℃で保存し，
2ndPCR反応に用いた．
2ndPCR　応
TaKaRa　Ex　Taqを用いて行いった．組成は以下の通りである．
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前項の逆転写反応液
1　0　×Ex　Taq　Buffer
dNTP　Mixture（2．5mM）
downstream　primer（50　pM）
upstream　primer（50　pM＞
Ex　Taq（5U／μ　1）
滅菌水
　20μ1
　10μl
　l6μI
　lμl
　Iμ1
0．5μ且
51．5μ1
Tota1 lOOμ1
反応条件は95℃5分間の熱変性を行った後，変性95℃，45秒
間，アニーリング55℃，1分間，伸長72℃，3分30秒間を35
サイクル行い，72℃，IO分間の伸長反応をした．
プライマー塩基配列は以下の通りである．
　Hfl－f1，　Hf1－r1　（62－19010f　GenBank　acc．　no．　Z22545）
　Hf1－fl，　Hfノーr5　（62－6930f　GenBank　acc．　no、　Z22545）
　Hf1－f7，　Hf1－rl　（1658－19010f　GenBank　acc．　no．　Z22545）
また，Loading　ControlとしてPetunia　actin－dep　o　lymeriz　ing　fa　ctor
1（PhAD・F1遺伝子）（Munら，2000）の配列を用いた．プライ
マー塩基配列はTable　2の通りである．
　プライマー：PhADF1－for，　PhADFI－rev
　反応条件は，1st　PCR反応は55℃で55分聞のcDNA合成を
行い，94℃で2分間，熱変性を行った．
　2ndPCR反応は95℃5分間の熱変性を行った後，熱変性95℃，
45秒間，アニーリング55℃，1分間，伸長72℃，1分30秒間
を30サイクル行い，72℃，10分間の伸長反応をした．
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2．2．4．Genomic　Southern　Ana置ysis
　F3’5’Hが確実に発現しており，遺伝子型がHfl　Hf1と思われ
るペチュニア品種‘Falcon　Blue’，また，F3・5・Hの発現が抑制
されていると思われるペチュニア品種‘Falcon　Red’，そして，
‘Baccara　Red’を用いた．植物個体の幼葉をピンセットを用
いて採取した．サンプリングは実験の直前に行い，実験開始時
まで4℃で保存した．
〈プローブの作成＞
dTph9の塩基配列を含むプローブの作成
　ペチュニア品種Falcon　Redの幼葉から改変CTAB法により
DNAを抽出し，30μ1のTEに溶解させた．その後，　dTph9の
塩基配列を含む領域のPCR反応を行い，電気泳動でDNAの増
幅断片の長さ及び濃度を確認した．プライマーはHf1－fl　7と
Hf1　－r1　7（Table　2）を用いた．反応条件は95℃5分間の熱変性
を行った後，熱変性95℃，45秒間，アニーリング60℃，1分
間，伸長72℃，］分間を30サイクル行い，72℃，IO分間の伸
長反応をした．
　得られたDNA断片を含むPCR反応液全量をエタノール沈澱
を行い，10μ且のTEに溶解させた後，電気泳動を行い，ゲル
からの切り出しにより精製しプローブ作成用の鋳型DNAとし
た．
　上記で得られた鋳型DNAを用いてAlkPhos　Direct　Labelling
and　Detection　System（Amersham）により，プローブの作成を
行った．
　①100ng鋳型DNAに滅菌水を加え，全量10μ且とした．
　99℃，5分間インキュベートし，その後5分問氷冷した．
　②10μ1Reaction　buffer，2μILabelling　reagent，10μl
　diluted　cross　iinker（3μICross－linker　solution　十　12μ1滅
　菌水）を加え，　337℃，30分間インキュベートした．
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③5分間氷冷した後，10μ1をプローブとして用い，残り
は等量のGlycerolを加え，－30℃で保存した．
rTph1の塩基配列を含むプローブの作成
　ペチュニア品種Baccara　Redの幼葉からDNAを抽出し，30
μ1のTEに溶解させた．その後，　rTph1の塩基配列を含む領域
のPCR反応を行い，電気泳動でDNAの増幅断片の長さ及び濃
度を確認した．プライマーはHfl－fl　8とHfノーrl8（Table　2）を
用いた．反応条件は95℃5分問の熱変性を行った後，熱変性95℃，
45秒間，アニーリング60℃，1分間，伸長72℃，1分間を30
サイクル行い，72℃，10分間の伸長反応をした．
　得られたDNA断片を含むPCR反応液全量のエタノール沈澱
を行い，10μ1のTEに溶解させた後，電気泳動を行い，ゲル
からの切り出しにより精製しプローブ作成用の鋳型DNAとし
た．
　上記で得られた鋳型DNAを用いてAlkPhes　Direct　Labelling
and　Detection　Systemにより，プローブの作成を行った．
　①エ00ng鋳…型DNAに滅菌水を加え，全量10μ1とした．
　99℃，5分間インキュベー一トし，その後5分間氷冷した．
　②10μIReacti。n　buffer，2μILabelling　reagent，1⑪μl
　diluted　cross　linker（3μICross－linker　soiution　十　12μ1滅
　菌水）を加え，337℃，30分間インキュベートした．
　③5分間氷冷した後，10μ1をプローブとして用い，残り
　は等量のGlycerolを加え，－30℃で保存した．
〈Genomic　Southern　Blotting反応＞
　Falcon　Blue，　Falcon　RedそしてBaccaraRedの幼葉から，Plant
DNAzo1　Reagent（Gibco　BRL）を用いてDNAを抽出し，100μ1
（ゲノムDNA量：10μg）のTEに溶解させた．
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〈DNAzoEを用いたDNA抽出法〉
　ゲノムDNAの抽出には，　Plant　DNAzol　Reagent（Glbc。　BRL）
を用いた．
　①若い葉O．259を1．5m1マイクロチューブにとり，液体窒
　素で粉砕する．サンプル量が多い場合は，乳鉢に入れて粉
　砕する．
　②サンプル0．259に対してPlant　DNAzoE　Reagentを750μ1
　加えて5分間，25℃でvoltexする．
　③クロロホルムを750μ1加え，30秒間よく振り混ぜる．
　④5分間静置した後，遠心分離する（15000×g，10分間，
　4℃）．
　⑤上清を新しいマイクロチューブにとり，0．75容の100％
　エタノール（563μ1）を加えて，voltexする．
　⑥5分間静置した後，遠心分離する（5000×g，5分間，4℃）
　⑦上清を捨て，（Plant　DNAz。I　Reagent　640μ1＋エタノール
　480μD混合液を加えてv。ltexする．
　⑧5分間静置した後，遠心分離する（5000×g，5分間，4℃）
　⑨上清を捨て，70％エタノール750μ1を加えてv。ltexする．
　遠心分離する（5000×g，5分間，4℃）
　⑩上清を捨て，減圧乾燥した後，適量のTEに溶解する．
　溶解後は，－30℃で保存する．
〈dTph9プローブを用いた解析〉
得られたゲノムDNA（10μ9）を用いて制限酵素処理を行った・
用いた制限酵素と緩衝液の組み合わせは以下の通りである．
　　　　　DNAサンプル　　　　　　　　　　10μg
　　　　　lO×MBuffer　　　　　　　　　40μl
　　　　　HindM　　　　　　　　　　　lOO　U
　　　　　滅菌水
total 400μ1
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反応は37℃で一晩行った．
　その後，クロロホルム処理，エタノール沈澱を行い15μ1の
TEに溶解させ，これら全量を用いてサザンプロッティングを
行い，メンブレンフィルターを作製した．
〈サザンプロッティング〉
　①1×TAE　bufferにAgaroseを加え，電子レンジで融解し，
　最終濃度O．8％アガロースゲルを作成した．
　②DNAサンプル（10μ9）に1／5量の6×Dyeを加え混合
　　し，1×TAE　bufferで20　V，24時間電気泳動した．
　③0．l　mg／mlになるようにEth・idium　Br。mideを加えた1×
　TAE　buffer内にゲルを静置して25分問染色した．
　④ゲルを蒸留水で洗浄しトランスイルミネーターにのせ，
　写真をとった．
　⑤ゲルを容器に入れ，ゲルが十分浸る量の加水分解液（O．25
　MHCI）を加え，室温で15分間振盟する．
　⑥ゲルを蒸留水ですすぎ，変性溶液（L5M　NaOH，　O．5M
　NaC1）をゲルが十分浸るように入れ，室温．で30分間振盈
　する．
　⑦新しい容器に0．4MNaOHを注ぎ，容器にまたがるよう
　　にアクUル板をおいた．
　アクリル板の上に
　　0．4MNaOHに浸した濾紙（容器内の0．4MNaOHに漬か
　　るように）
　ゲル（泳動時の上面を下に向くように）
　　0．4MNaOHに浸したHybond－N＋（Amersham）
　　0．4MNaOHに浸した濾紙（3枚）
　ペーパータオル（5cm程度）
　　アクリル板
　重り（約1kg）
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の川頁に乗せ，一晩静置（12時聞以上）した．
⑧プロッティング終了後，2×SSCでHyb。nd－N＋を1分間
洗浄した．
⑨30分以上放置し，フィルターを完全に乾燥させた．
作成したフィルターはラツプに包み，使用時まで4℃で保
存した．
　作製したメンブレンフィルター，dTph9の塩基配列を含むプ
ローブを用いてサザンハイブリダイゼーション行った．
〈サザンハイブリダイゼーション〉
　①作成したメンブレンフィルター一をハイブリバックにいれ，
　3mlHybridization　buffer（add　O．5M　NaCl，4％blocking
　reagent）を加えポリシーラーでシールした．
　②プレハイブリダイゼーションとして58℃，30分間静置
　　した．
　③ハイブリバックの封を開け，メンブレンフィルターに直
　接かからないようにプローブ液を加え，ハイブリ液に馴染
　ませた．
　④再びポリシーラーで封をし，58℃，16時間以上静置した．
　⑤Washingの前に20×sec。ndary　st。ck（1MTris，2MNaCl，
　adjust　pH玉O．0）を作成した．
　⑥ハイブリバックから乾燥しないようにメンブレンフィル
　ターを取り出し，55℃に予温しておいたprimary　wash　buffer
　　（50mMNaHユPO4（pH7．0），0．1％SDS，2MUrea，150mMNaCl，
　lmM　MgClユ，0．2％blocking　reagent）に入れ，55℃，　IO分
　間穏やかに振盈させてメンブレンフィルターを洗浄した．
　⑦洗浄液を捨て，再びprimary　wash　bufferを加え，55℃，
　10分間穏やかに振盈させてメンブレンフィルターを洗浄し
37
た．
⑧洗浄液を捨て，secendary　wash　bu・ffer（1×sec。ndary　st。ck，
2mM　MgC12）を加え，20℃，5分間穏やかに振盈させてメ
ンブレンフィルターを洗浄した．
⑨洗浄液を捨て，再びsec。ndary　wash　bufferを加え，20℃
10分間穏やかに振盤させてメンブレンフィルターを洗浄し
た．
⑩ラップにCDP－Star　detecti。n　reagentをメンブレンフィル
ター一に対し40μ1／c疽になるようにたらし，その上にフ
ィルターのゲル面側を馴染ませた．
⑪余分な液をキムワイプで取り除き，5分間静置した．
⑫新たなラップでメンブレンフィルターを包み，LASIOOO
で解析した．
〈rTphlプローブを用いた解析〉
得られたゲノムDNA（IOμ9）を用いて制限酵素処理を行った．
用いた制限酵素と緩衝液の組み合わせは以下の通りである．
　　　　　DNAサンプル　　　　　　　　　　10μg
　　　　　lO　X　MBuffer　　　　　　　　　40μl
　　　　　PshBI　　　　　　　　　　　　100　U
　　　　　滅菌水
　　　　　total　　　　　　　　　　　　　　　　　　400μ且
反応は37℃で一晩行った．
　その後，クロロホルム処理，エタノール沈澱を行い15μ1の
TEに溶解させ，これら全量を用いてサザンプロッティングを
行い，メンブレンフィルターを作製した．
　作製したメンブレンフィルター，rTph1の塩基配列を含むプ
ローブを用いてサザンハイブリダイゼーション行った．
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2．3．結果及び考察
2．3．1．主要花冠アントシアニジン表現型の解析
　青紫色のペチュニア品種‘Falcon　Blue’の花冠主要色素は，
Delphinidin系アントシアニン（ほとんどは，　Malvidin）であ
る（Andoら，2004；Nak　aj　imaら，2005）．‘Fal　cen　Blue’の自
殖後代の表現型は，分離はせず，すべてMalvidinを花冠主要
色素としていた．この結果から，‘Falcon　Blue’の遺伝子型は
HfJ　Hflであると考えられた．
　一方，赤色のペチュニア品種’Fa且con　Red’，‘Falcon　Coral’
‘Baccara　Red’及び‘Celebrity　Scarlet　’の花冠主要色素は，
Cyanid量n系アントシアニン（ほとんどは，Cyanidin）である（Ando
ら，2004；Nakajimaら，2005）．これら4品種の自殖後代の表
現型は，すべて分離せず，Cyanidinを花冠主要色素としてい
た．従って，これら4品種の遺伝子型はhf1　hfJ／hf2　hf2である
と考えられた．
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2．3．2．劣性hfl対立遺伝子のPCR及びシーケンス解析
　ペチュニア品種におけるHf1遺伝子のcDNAは既にクローニ
ングされており，cDNAの塩基配列が決定されている（Holton　et
aL，1993）．
　そこで，はじめにゲノムDNAレベルの解析をするために，
‘Falcon　Blue’の幼葉から抽出したゲノムDNAを用いてHf1
遺伝子のゲノムシーケンス解析を行い塩基配列の情報を得た．
‘Falcon　B且ue’のHf1ゲノム遺伝子は全長3100　bpであった．
この配列情報はGenBankに登録した（acc．　no．　AB196180）．
　Hf1ゲノムDNA配列とcDNA配列を比較したところ，ゲノ
ムDNA配列中には2つのイントロンの挿入が確認された．第
1イントロンは，配列中の439bpから始まり890bpまでの計
452bpであり，第2イントロンは，配列中の1466bpから始ま
り2273bpまでの計808bpであった．
　さらにこの塩基配列をBLAST検索した．ところ，既に調べら
れているペチュニアのHf1ゲノム遺伝子（AFO81575）と一致
することが確認できた．
　これらの結果から，F3’5’Hの発現に関与する優性Hf1遺伝
子は，2つのイントロンを含むゲノム構成であることが分かっ
た．
　この次に‘Falc。n　Blue’のHf1ゲノム遺伝子の塩基配列を
元にプライマーを設計し，劣性hf1ゲノム遺伝子との比較をPCR
解析により行った．
　Hfl遺伝子座の3’末端（第2イントロンから第3エクソンの
領域）の領域をPCR解析したところ，‘Falcon　Blue’では1．6　kbp
の断片が増幅された（Fig．3）．一方で，‘Falcon　Red’及び‘Falc。n
Coral’では，3．9　kbpの断片が増幅され（Fig．3），明らかな変
異が確認できた．さらに，‘Baccara　Red’及び‘Celebrity
Scarlet　’では，より長い断片（7．3　kbp）が増幅された（Fig．3）．
これらのDNA断片には，何らかの挿入配列が新たに加わって
　　　　　　　　　　　　　　40
らのDNA断片には，何らかの挿入配列が新たに加わっている
ものと考えられた．
　そこで，この変異の見られたDNA断片を回収し，シークエ
ンス解析を行うことにより全塩基配列を決定し，変異の要因を
明らかにする必要がある．そこで‘Falcon　Redと‘Baccara　Red’
由来のhf1ゲノムDNA断片の塩基配列を決定した．
　HflcDNA配列，Hfiゲノム遺伝子配列と‘Falcon　Red及び
‘Baccara　Red’由来のhflゲノム遺伝子配列を比較したとこ
ろ，hf1ゲノム遺伝子の第3エクソンに挿入配列が存在してい
た．
　この挿入された塩基配列の5’側と3’側を比較すると逆方向
反復配列（terminal　lnΨerted　repeat），212bpが確認できた．
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Figure　3．　Detecting　sequence　inserts　in　the　Hfl　gene．
（A）　PCR　analysis　ofDNA　isolated　from　young　leaves　of
　　　　‘Falcon　Blue’（Hf1」Hf1，　Iane　1），‘Falcon　Red’
　　　　（hflhf1，1ane　2），　‘Falcon　Corar　（hflhf1・　lane　3）・
　　　　‘Baccara　Red’（hflhf1，　Iane　4），　and‘Celebrity
　　　　Scarlet’（17∫1hf1，　lane　5）．　The　DNA　fragments　were
　　　　amplified　using　primers　Hf1－f4　and〃∫1－r1．The
　　　　numbers　to　the　left　indicate　the　DNA　size　makers
　　　　（kb，　lane　M）．
（B）　Diagrams　showing　the　structure　ofthe　Hfl　gene．
　　　　Exons　and　introns　are　sho、vn　、vith　the　shaded　boxes
　　　　and　solid　lines，　respectively．　The　arro、vs　sho、v　the
　　　　upstream　and　downstream　primer　locations　used　for
　　　　the　PCR　analysis．
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更に5’側の逆方向反復配列の上流，3’側の逆方向反復配列の
下流にTGGTTATTA，9bpの同方向反復配列（Target　site
duplication）が見られ，この配列は標的部位であると思われた．
また，この挿入配列には，約500bpからなる短いopen　reading
frameを含んでいた（Fig．4）．このopen　reading　frameをBLAST
検索したところ，Oryza　sativa　LのMutator－like　transposase
（AAL93082）のアミノ酸配列と相同性を示した．その他の配
列の領域は，相同な配列が存在しなかった．
　このことから挿入された塩基配列は，全長2276bpからなる
新規トランスポゾンであると考えられた（Fig．4）．このトラ
ンスポゾンは，dTph9（aefe　ctive　Li’ansposon　of　Le　tunia　ttzy　brida
2）と表記した．これは，ペチュニアで発見されたトランスポ
ゾン，dTph1からdTph8の表記方法に従った．このdTph9は，
Mutator様転移因子のアミノ酸配列を含んでいるが，それは不
完全なものであるため，非自立因子のトランスポゾンであると
思われる．
　‘Baccara　Red’より得られた約7．3　kbpのDNA断片をサブ
クローニング後にシークエンス解析を行い，塩基配列を決定し
た．Hfl　cDNA配列，Hf1ゲノムDNA配列，‘Falcon　Red’由来
のhf1ゲノムDNA配列と‘Baccara　Red’由来のhf1ゲノムDNA
配列を比較したところ，‘Baccara　Red’由来のhf1ゲノムDNA
では第3エクソンでインサーションが起こっていたが，
‘Falcon　Red’由来のhf1で起こっていたインサーションとは
異なる位置であった．
　‘Falcon　Red’由来のhfノにインサーションされていた塩基
配列の5’側と3’側を比較すると同方向反復配列（Longterminal
directrepeat：LTR），514bpが見られた（Fig．5）．更に5’側LTR
の上流，3’側LTRの下流にCACAG，5bpの同方向反復配列（target
site　duplication：）が見られ，この配列は標的部位であると思
われた．LTRの末端配列は，5’－TG…　　CA－3’の短い逆方向反
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dTphg
AAL93082講認轟 騒再纒醐霞翻
Figure　4．　Structural　organization　of　the　h．ブ1。2　allele
containing　lゴT」Ph9．
The　solid　line　in　exon　HI　shows　the　position　ofthe　dTphg
insert．　The　target　sitc　duplications　and　terminal　inverted
repeats　are　shown　with　dotted　llnes　and　arrowheads，
respective】y．　Sequence　a】ignment　of　part　ofthe　predicted
Mu　tator－like　transposase　protein（shown　by　MT）of　dTphg　and
AAL93082　from　Orアzo　sativa．　Conserved　amino　acids　are
shaded　black．
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Figure　5．　Characterizationof　rTph1．
（A）Structural　organization　ofthe　hfレ3　a11ele　containing　rTphLThe
solid且inein　exonIII　showsthe　positionoftherTphl　inserL　Thetarget
site　duplications　are　shown　with　dotted　Hnes，　and　the　long、terminal
direct　repeats　are　boxed．　White　boxes　in　the　central　region　represent
open　reading　frames（ORFs）．　Conserved　domains　common　to
retrotransposons　and　retroviruses　are　indicated　with　hatched　boxes：
gag二nucleocapsid－1ike　protein，　INT罹illtegrase，　RT＝　reverse
transcriptase，　RH　＝RNase　H，　PBS＝primer　binding　site，　and　PPT＝
polypurme　tract．（B）Sequence　alignment　ofpart　ofthe　predicted
gag－like　protein　of　ORFI　ofrTphl　and　other　retrotransposon－related
proteins：BABO907G，　AAD26943，and　AAD25646　from　Arabidopsis
thaliana．　Conserved　amino　acids　are　shaded　black　in（B）to（E）．（C）
Sequence　alignment　of　part　ofthe　predicted　integrase－like　protein　of
ORF20frTphland　other　retrotransposon－related　proteins：AAC33963，
CAB10225，AAB61111，AAB87099，　AADI9784，　and　CAAI8107from　A．
thaliana　and　CAA72989　from　Brassica　oleracea．（D）Sequence
alignmentofpartofthe　predicted　R．Tase－1ikedomain　ofORF30frTphl
and　other　retrotransposon－related　proteins：CAAII435　from
AIstroemer｛a　Iigtu，　CAAI3061from　Lycopersicon　esculentum，
CAA13066　from　Solanum　tuberosum，　and　AAD42968　from　Ombanche
aegyptiaca．（E）Sequence　alignment　of　part　ofthe　predicted　RNase
H－hke　domain　ofORF30frTphl　and　other　retrotransposon－related
protelns：CAB65333from　Picea　abies　and　CAB44713from　Pisum
satlvurn．
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復配列が存在した．この短い逆方向反復配列の特徴はウイルス
用レトロ因子に類似していた．5’倶i］LTRの3｝末端には，tRNAimc1
（primerbinding　site）と一致する配列が存在していた．また，
3’側LTRの5’末端には，　polypurine　tractと一致する配列が存
在していた．このことからインサーションされた塩基配列は，
全長5720bpからなるウイルス型レトロポゾンのレトロトラン
スポゾンの一種であると考えられた．そこで，このレトロトラ
ンスポゾンにrTplz1（re亡rotransposon　of　petunia　hybrida　D
（A　Big643e）と名付けた、
　このrTph1のセントラルドメインの塩基配列を推定されるア
ミノ酸配列に変換したところ，3つのopen　reading　frarne（ORF：
読み枠），ORFI，　ORF2それからORF3が存在した．その後，
このORFをBLAST検i索したところ，5’側から3’側にかけての
ORF1とORF2はLTRレトロトランスポゾンのgagタンパク質
（Fig．5B）とインテグラーゼ（Fig．5C）と相同性の高いアミ
ノ酸配列を含んでいることが分かった．また，ORF3は逆転写
酵素をエンコードするRTase（Fig．5D）とRNaseH（Fig．5E＞
と保存性の高い配列を含んでいた．LTR型レトロトランスポゾ
ンは，Tyl－copia型とTy3－gypsy型の2っのサブグループに分
けられる．rTph1は，インテグラーゼのドメインがRNaseHド
メインよりも5’側上流にある（Casacuberta　and　Santiago，2003）
ことから，Ty1－copia型レトロトランスポゾンに分類されると
考えられた．
　自立因子型のTy1－copia型レトロトランスポゾンには，　pol
遺伝子の中にプロテアーゼドメインが存在するが（Feschotte　et
al．，2002）），　rTph1の配列中には，これは存在しなかった．こ
のことから，rTph1は非自立因子のTy1－copia型レトロトラン
スポゾンであると考えられた．
　また，この塩基配列をBLAST検索しても，相同な配列を持
つものがなかったため，新規のレトロトランスポゾンであると
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思われた．
　以上より・‘Falcon　Red’と‘Baccara　Red’では，　hf1遺伝
子にdTph9とrTphiが挿入されたために転写もしくは翻訳が不
可能となり，F3’5’Hが発現できないため，Cyanidin系のアン
トシアニンを蓄積するものと考えられた．
　しかし，本当に転写もしくは翻訳が不可能となっているかを
調べるにはRNAレベルでの解析が必要と思われる．そして，
dTph9とrTph1がトランスポゾンとして機能しているかどうか
ゲノム中の解析の必要性も考えられた．また，F3’5’Hが発現
していない他品種においても同様にdTph9とrTph1の挿入で説
明できるかを調べる必要がある．
　Wieringと　de　Vlaming（1973）は　hfノー1が存在することを記
載している．そこで本研究では，dTph9とrTphlが挿入された
hf1遺伝子座をそれぞれ，　hf1－2とhf1－3と名付けた．
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2．3．3．Hfl，　hfl－2及びlt∫J－3の発現解析
　hf1－2，　hf1－3遺伝子において正確な転写が行われているか確
認するために，花冠（Stage　3）のt。tal　RNAを用いて第1エク
ソン，第2エクソン，第3エクソン部分におけるRT－PCR解析
を行った、
　なお，total　RNAの抽出の正否の基準は，Pet・er・nia　hyb　rida
actin－depolymerizingfactor　l（ADFDのmRNA（Jeong－Hwan　Mロn
et　al”2000）の領域で，　RT－PCR法によるcDNA断片の増幅に
より確認した（Fig．6D）．
　Hfl　cDNA全長におけるRT－PCR（Fig．6A）では，‘Falcon
Blue’（遺伝子型Hf1　Hf1）由来のHfl　cDNAの増幅（1．8　kbp）
が確認でき，正常に転写されていることが分かった．一方，
‘Falcon　Red’由来のhf1－2，‘Baccara　Red’由来のhf1－3遺伝
子では，cDNAの増幅は確認できないことから正常な転写が行
われていないと考えられた．
　dTph9，　rTph1の挿入がないHfl　cDNAの第1エクソンから第
2エクソンの領域におけるRT－PCR（Fig．6B）では，‘Falcon
Blue’由来のHf1，‘Falcon　Red’由来のhfi－2，‘Baccara　Red’
由来のhf1－3遺伝子ともに，　cDNAの増幅が確認できた．
　dTph9，　rTphlが挿入されている領域よりも3’側のHfl　cDNA
第3エクソン部分におけるRT－PCR（Fig．6C）では，は，‘Falcon
Blue’由来のHfl　cDNAの増幅が確認できたが，‘Falcon　Red’
由来のhf1－2，“Baccara　Red’由来のhf／－3遺伝子では，　cDNA
の増幅は確認できなかった．
　なお，PhADF∬の領域におけるRT－PCR（Fig．6D）では，‘Falcon
Blue’C‘ealcon　Red㍉’Baccara　Red’ともに、PhADFl　cDNAの
増幅が確認できたため，抽出されたRNAの精度に問題はない
と考えられた．
　以上の結果から，‘Fa］con　Blue’由来のHf1　DINAは正常な
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Figure　6．　RT－PCR　analysis　of　RNA　isolated　from　the　open
flowers　of‘Falcon　Blue’（HflHf1，1ane　1），‘Falcon　Red’
（hfl－2hf1－2，　lane　2），　and‘Baccara　Red’（hfl－3hf1－3，lane　3）．
The　sizesofamplified　fragmentsare　indicated　to　the　Ieft（kb）．
（A）Amplification　ofcDNAfragments　corresponding　to　the
Hfl　mRNAregion．　Primers　Hf1－fl　and　Hf1－rl　were　used．（B）
Amplification　ofcDNA　fragments　corresponding　to　the　51
・egi・n・fth・Hfl　mRNA．　PCR　w・・d・n・with　p・imers　Hfl－fl
and　Hfl－r5．（C）Amp1董fication　ofcDNAfragments
corresponding　to　the　31　region　ofthe　Hfl　mRNA．　Primers
Hfl－f7　and　Hf1－rl　were　used．（D）Amplification　ofPhADFl
cDNA．　The　equivalence　ofRNA　loading　and　quality　ofRNA
・amples　i・the　lane・a・e　sh・w・・（E）Di・g・am・h・wi・g　the
structure　ofhf1－2　and　hf1－3．　Exons　and　introns　are　indicated
with　boxes　and　solid　Iines，　respectively．　The　triangles
indicate　the　positions　ofthe　dTph9　（hfl－2）　and　rTphl　（hf1－3）
i・・e・t・，・e・pecti・・b・．　The　arr・ws　i・dicat・d　the　up・t・eam　and
downstream　primer　locations　used　for　RT－PCR　analysis．
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スプライシングが起こり，転写によりopen　reading　frarneを含
むmRNAが作られ，翻訳によりF3’5・Hが発現するものと考え
られる．しかしながら，‘Falcon　Red’由来のhf1－2，‘Baccara
Red’由来のhfノー3遺伝子では，第1エクソン，第2エクソン
部分では，転写が起こっているものの，第3エクソン部分で転
写は起こっていないと考えられた．また，第1エクソン，第2
エクソン部分で転写が起こっているため，プロモーター領域で
異常の可能性は考えられなかった．つまり，dTph9，　rT、ph1の
挿入により転写が，dTph9，　rTph1内の配列中で停止してしま
うと考えられた．
　これらの結果を踏まえて，Hfl，　hf1－2，　hfJ－3遺伝子配列を
推定アミノ酸配列に変換して各アミノ酸配列を比較すると，正
欝なHf1遺伝子からの推定アミノ酸配列は，翻訳が516アミノ
酸残基行われた後，終止コドンが生じて翻訳が停止し，F3’5’H
が発現するものと考えられる．一方，dTp　h　9挿入変異hfi－2遺
伝子由来の推定アミノ酸配列を比較すると，翻訳が383アミノ
酸残基行われた後，dTph9の挿入によるフレームシフトが起こ
り，終止コドンが生じるため，翻訳が停止ししてしまうものと
考えられる．そのため，正常なF3・5’H酵素が発現できないも
のと考えられる．また，rTp　h　1挿入変異hfl－3遺伝子由来の推
定アミノ酸配列を比較してみると，翻訳が319アミノ酸残基行
われた後，rTphiの挿入によるプレi－一’ムシフトが起こり，終止
コドンが生じて，翻訳が停止ししてしまうものと考えられる．
そのため，rTph1挿入変異hf1－3遺伝子においてもdTp　h9挿入
変異hfノー2遺伝子と同様に正常なF3’5’H酵素が発現できない
ものと考えられる，
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2．3．4．d　Tp　lt　9及びrTphlの転移解析
　ペチュニア品種におけるHflゲノムDNAの変異は，トラン
スポゾン様DNA（dTph9）とレトロトランスポゾン様DNA
（rTphl）の挿入によるものであった．また，これら2っのト
ランスポゾンは新規のトランスポゾンである可能性が考えられ
た．そこで，dTph9とrTph1がトランスポゾンとしてゲノム中
にどれほどコピーを持っているか調べるため，totalゲノムDNA
を用いたGenomic　S。uthern　Blot法による解析を行った．
　dT、ρh9の塩基配列を含むプローブを用いたサザンプロット解
析で，伍η4皿を用いた場合において，複数のバンドの標識が確
認できた（Fig．7）が，そのコピー一数は少なかった．特に，‘Falcon
Red’から抽出されたゲノムDNAを用いたレーンでのみ，約
800bpの位置に特異的な標識が確認された．この結果は，
‘Falcon　Red’に存在するhfi－2に挿入されたdTph9のみを標
識していると考えられた．
　以上の結果から，トランスポゾンdTph9はペチュニアのゲ
ノムDNA中に複数存在するため，可動遺伝子として，ゲノム
中を転移していた可能性が考えられる．また，ペチュニア品種
‘Falcon　Red’では，　dTph9がゲノムDNA中を転移している時
に，Hf1遺伝子座に挿入されたため，　F　3’5’Hの発現が停止し
Cyanidin系の色素を生産するものと考えられる．さらに，Hf1
遺伝子座上にdTph9が挿入されている植物個体から，自家受
粉後代を得ても，トランスポゾン移動後特有の斑入りの花冠は
生じないため，不活性なトランスポゾンであると考えられた．
　rTphiの塩基i配列を含むプローブを用いたサザンプロット解
析では，制限酵素pshB　Iを用いた場合において，‘Baccara
Red’（mutable　hf1－3　allele）における標識では，‘Falcon　Blue’
（wild－type　Hfl　gene）　と　‘Falcon　Red’（mutable　hf1－2　allele）
から得られた標識と異なる位置に標識が確認できた（Fig．8）．
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Figure　7．　Southern　blot　ana1ysis　of　dTpb9．
（A）Diagram　ofthe　hfl－2　allele．　Exons　and　introns　are
indicated　with　boxes　and　solid　hnes，　respectively．　The
positions　of　Hindlll　sites，　the　dTphg　insert，　and　the　region
used　as　the　probe　are　indicated．
（B）Southern　blot　of　Hindlll－dlgested　genomic　DNA．The
probe　for　dTphg　was　prepared　by　PCR　using　primers　Hfl－f17
and　Hf1－r17（Table　1）．　Lane1，‘Falcon　Blue’（genotype，
Hf1Hf1）；麗ane　2，‘Falcon　Red’（hfl－2hfl－2）；董ane　3，‘Baccara
Red’（hf1。3hf1－3）．　The　arrow　indicates　the　Hindlll　fragment
from　dTphg　in　the　hfl－2　gene．　The　numbers　at　the　Ieft　indicate
the　positions　ofDNA　size　makers（kb）．
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Figure　8．　Southern　b彊ot　analysis　of　rTph1．
（A）Diagram　of　the　hfl－3　allele．　Exons　and　introns　are
indicated　with　boxes　and　solid　lines，　respectively．　The
positions　ofthe　PshBI　sltes，　the　rTphl　insert　and　the　region
used　as　the　probe　are　indicated．　　　　　　　一
（B）Southern　blot　of　PshBI－digested　genomic　DNA．The　probe
for　rTphl　was　prepared　by　PCR　using　primers　Hf1－fl8and
Hf1－r18（Table　1）．　The　arrow　indicates　the　PshBI　fragment
from　rTphl　in　the　hf1－3　gene．　The　samples　are　as　described　in
the　legend　for　Figure　5．
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この結果は，‘Baccara　Red’に存在するhf1－3に挿入された
rTph1のみを標識していると考えられた．さらに，3系統’Falcon
Biue’@（wild－type　、Hfl　gene）　，　‘Falcon　Red’（mutable　hf1－2
allele）そして，’Baccara　Red’（mutable　hf1－2　allele）ともに
コピー数は少ないが，複数のバンドの標識が確認できた．
　以上の結果から，レトロトランスポゾンrTph1はペチュニア
のゲノムDNA中に複数存在するため，，’　Tp　h1と相同性の高い
配列を持つレトロトランスポゾンが他にも先天的にゲノム
DNA中に存在しているものと考えられる．そして，ペチュニ
ア品種‘Baccara　Red’このレトロトランスポゾンrTphlが何
らかの原因でHf1遺伝子座に挿入されたために，Hfl遺伝子が
不活性化し，Cyanidin系の色素を生産するものと考えられる．
　以上の結果から，ペチュニア品種におけるHf1遺伝子の制御
機構には，2種類の新規トランスポゾン（dTph9とrTph1）が
影響していると考えられた．
　一つはペチュニア品種‘Fulcon　Red’のhfl遺伝子から単離し
た，逆方向反復配列212bpと5’側逆方向反復配列の上流，3’
側逆方向反復配列の下流にTGGTTATTAの9bpからなる同方向
反復配列を含む全長2276bpからなるトランスポゾン様DNA
配列，dTph9（defective　transposon　of　Petunia　hybrida　9）の挿
入によって，正幣なF3’5’Hタンパク質が合成できないものと
考えられた．このdTph9のゲノミックサザン解析から得られ
た結果から，ペチュニア品種のゲノム中にはdTph9と類似し
た配列が複数存在していることが分った．このことから，dTph9
のHfl遺伝子への挿入は，過去のペチュニアの育種過程で，内
存していたトランスポゾンが突然変異としてHf1遺伝子に挿入
されたのではないかと考えられた．またこのトランスポゾンは，
Genbank中に相同の配列が存在しないので，新規のトランスポ
ゾンであると考えられ，今後，このトランスポゾンdTph9を
用いて，トランスポゾンタギング法または，gene　targetting法
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などにより，新規遺伝子の単離などへ利用できる可能性が考え
られた．
　そして2つめは，ペチュニア品種‘Bacara　Red’のhf1遺伝子
から単離された，5’側と3’側に同方向反復配列（L。ng　terminaI
repeat　l　LTR），514bp，　更に5’側LTRの上流，3’側LTRの下
流にCACAGの5bpからなる同方向反復配列を含む全長5710bp
からなるTy1－copia型レトロポゾンのレトロトランスポゾンの
構造に類似したレトロトランスポゾン様DNA配列，rTphノ
（retrotransposon　of　Petunia　hybrida　1）の挿入によって，正常
なF3’5’Hタンパク質が合成できないものと考えられた．また，
rTph1には，一般のレトロトランスポゾンに見られるgagタン
パク質，．p　olタンパク質と相同性の高いアミノ酸配列を含んで
いることからも，レトロトランスポゾンである可能性が示唆さ
れた．さらにこのレトロトランスポゾンTbrも，Genbank中に
相同の配列が存在しないので，新規のレトロトランスポゾンで
あると考えられた．
　このようにペチュニア品種におけるHf1遺伝子の制御は，2
系統のミューテーションによって引き起こされていることが示
された，また，Hf1遺伝子の変異が2系統あることはすでにsink
（1984）によって調べられていたが，具体的に塩基配列中に変
異が起こっていることはまだ調べられていなかった．さらに現
代のペチュニア品種の起源種とされているPetunia
in　te　9　r　ife　ii　a（Hook、）Schinz＆The11．（＝P．violacea　Lindl．〉と
Petunia　　axi〃aiis（Lam．）Britto，　　Sterns　　＆　　Poggenb、（＝　　P．
nyctagin　ifio　1’　a　Juss．）のHf1遺伝子座からは同様のトランスポゾ
ンは存在しなかった，また，dTph9とrTph1が，同時に挿入さ
れた遺伝子座も他の品種には存在しなかったので，dTph9と
rTph1の挿入は，ペチュニア品種の育種の過程でそれぞれ独立
して起こったと考えられる．
　以上，本実験によって，Hf1遺伝子のより明確な内生突然変
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異機構を記せるものと考えられた．
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2．4摘要
　Hf1遺伝子は，フラボノイド＋一　3’，5’水酸化酵素（F3’5’H）をエ
ンコードしており，Pet・er・nia属の花色発現の鍵となる役割をす
る．自殖系統のペチュニアにおいて，劣性対立遺伝子（hfl）
が，転移因子（Pst）の挿入によって発生することが知られて
いる．本研究では，赤花の市販ペチュニア品種を用いてHf1遺
伝子の変異機構を解明した．まず，赤花の市販ペチュニア品種
のhfl対立遺伝子から新規のMutator様トランスポゾン
（dTpk9）単離した．さらに新規レトロトランスポゾン（rTph1）
を，他の赤花のペチュニア品種のhfi対立遺伝子で見つけられ
た．rTph1は，　Ty1－copia型レトロトランスポゾンの特徴を示
した．この2つのトランスポゾンは，それぞれhf1遺伝子座の
第3のエクソン上の異なる位置に独立して，挿入されていた．
dTph9とrTph1の配列中に終止コドンが存在するため，dTph9
またはrTp　h　1が挿入されているhfl対立遺伝子は，活性のある
F3’5’H酵素を生産できない．サザンプロット解析の結果は，こ
れらトランスポゾンが比較的低いコピー数でゲノム中に存在し
ていることを示した．そして，Hfl遺伝子座の突然変異は，dTp　h　9
とrTph1のゲノム中の転位と関係していたことが示された．以
上のことから，ペチュニア品種のHf1遺伝子の機能欠失突然変
異は，少なくとも2つの異なるトランスポゾンの挿入に起因す
ると考えられた．
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第3章　ペチュニア品種における花のアント
　　　　　シアニン合成系を制御するF3’5’H遺
　　　　　伝子PCRマーカーの開発
3．1．緒言
　第1章では，F3’5’HをコードするHfノ遺伝子座の変異を明
らかにした．だがしかし，Hf1遺伝子座の変異だけではF3’5’H
の発現機構を完全に説明することは不可能である．
　そこで，F3’5’Hをコードするもう　1つの遺伝子である，Hf2
遺伝子の変異を明らかにし，F3’S’Hの発現機構とHf〃Hf2の
関係を明確にする必要性が考えられた．
　Hf2遺伝子は，花冠縁部のみのF3’5’Hの発現に関与してお
り，Hf1遺伝子よりもF3’5’Hの発現に関して影響力が少ない．
また，遺伝子型と花冠色素の関係をみると，hfl　hfl　fHf2－／rtrt
では，Cyanidin十Delphinidin，　hfl　hf〃Hf2－IRt一では，Peonidini
＋Petunidinを示す（C。rnu¢t　aL，1983）．このことからも花色
への影響力は，Hf1遺伝子に比べ非常に小さいものと考えられ
る．
　そこで，このような遺伝子型と花冠色素の関係をより明白に
するため，また，Hf1遺伝子座のみの変異では説明できない品
種との関係を明らかにするために，Hf2遺伝子の解析及びHfi，
Hf2　DNAマーカーを閣発した．このF3’5’Hの発現の有無を明
らかにできるDNAマーカーを用いれば，葉が展開した段階で，
Cyanidin，　Peonidin　か　Delphinidin，　Malvidin（Petunidin）の選
抜が行えるはずである．
　また，Nak　aj　ima（2005）によって開発された3RT　D『NAマー
カーと併用することにより，主要色素をアントシアニジンレベ
ルで完全に4群に分けることが可能である．
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　さらに，ペチュニアのアントシアニン系花色が本当にF3’5’H
と3RTによって制御されているのであれば，交配して得られ
る次世代個体のHfl，　Hf2，　R　t遺伝子の遺伝子型と花色の表現
型は一致するはずである．
　市販ペチュニア品種には，Delphinidinを主要色素とする個
体はない（Ando　et　aL，2004）が，もし市販品種であるFl個体
の自家受粉後代からDelphinidinを主要色素とする個体が現れ
るのであれば，市販品種は潜在的にDelphinidin個体を作出す
る能力を有していることとなり，ペチュニア品種の育種歴史上
でDeEphinidin主要色素の品種が作られているはずである．ま
た，ペチュニアのDelphinidin個体は花冠が萎縮してしまい
（Shimada　et　aL，2000；Ando　et　aL，2004），その要因には，色
素が結晶状になっているからという報告もある（Kenneth　etaL，
1984）．これらのことがF3’5’Hとどのように関係しているか確
認する必要もある．
　そこで実際にF3・5’Hが遺伝的にヘテロである個体を自家受
粉させ，その種子から得られた個体を用いて，DNAから得ら
れるDNAマーカーの結果と花冠アントシアニジンの高速液体
クロマトグラフィー（HPLC）の結果を比較し，このDNAマー
カーの有用性を評価した．
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3．2．材料及び方法
3．2．1．植物材料及び主要花冠アントシアニジンによる分類
　Hf2遺伝子を解析するために，　Delphinidin系アントシアニン
を主要花冠色素とするペチュニア品種‘Celebrity　Blue’，
‘Celebrity　Burgundy’，‘Celebrity　Neon’並びに‘Pearl　Sky
Blue’とCyanidin系アントシアニンを主要花冠色素とするペ
チュニア晶種‘Celebrity　Scarlet’，‘Celebrity　Red’，‘Celebrity
Pink　Morn’並びに‘Celebrity　Strawberry　lce’を用いた（Table
D．F3’5’H遺伝子マーカーの開発にあたって，129品種のペチ
ュニアを用いた（Table　I）．それぞれの品種の所在は，以下の
通りである．
Ce且ebrity（Bodger　Seeds　Ltd．，　Lompoc，　CA，　USA）；PrimeTime　and
Ultra（Goldsmith　Seeds　Inc．，　Gilroy，　CA，　USA）；Carpet，　Dreams
and　Madness（PanAmerican　Seed　Co．，　West　Chicago，　IL，　USA）；
Baccara（m　Merlin），Falcon　and　Pearl（Sakata　Seed　Co”Yokohama，
Japan＞．
ペチュニア品種は，Andoら（2004）による花冠主要アントシ
ニジンによって分類した（Table　1）．
　54品種は，色素による分類がされていなかったので，Lue
ら（1991）の方法を用いてアントシアニジンの解析を行った．
アントシアニジンの解析後はAndoら（2004）の分類方法に従
って品種を分類した（Table　1）．アントシアニジンの解析方法
は以下に示す．
〈アグリコン分析〉
高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を用いた．
　分析装置（SHIMADZU，　CRASS－M10Aシステム）は以下の通
りである．
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　　　・　カラム：Waters　Spherisorb　5　μm　ODS24．6×250mm，
　　　　Analytical　Column
　　　・　ガー一ドカラム：Waters
　　　・脱気装置：Shimadzu　DGU－12A
　　　・ポンプ：Shimadzu　LC－10Advp　2台
　　　・　検出器：Shimadzu　SPD－MIOAvp
　　　・カラムオーブン：Shimadzu　HIC－6A
　　　・オー一トインジェクター：Shimadzu　SIL－10AXL
　　　・システムコントローラー：Shimadzu　SCL－10Avp
　　　・PClFUJITSUFMVDESKPOWER
　　　・アプリケーション：Shimadzu　CLASS－MlOA
　分析条件，濃度勾配，送液ユニット初期設定，移動層は以下
の通りである．
　　　・T．FLOW　：　lml／min
　　　・B．GE　：　リニアグラジエント
　　　　　B．CONC　20％（初期）→85％（40
　　　　　　　　　　min）　→20％　（45　min）　→STOP
　　　　　　　　　　（48rnin）
　　　・　P．MAX　　：　　200　kgf／cm’
　　　・OVEN．T　：　40℃
　移動層
　　A液：1．5％リン酸水溶液（v／v）
　　B液：L5％リン酸，20％酢酸，
　　　　　25％アセトニトリル水溶液（v／v）
　分析準備は以下の通りである
　　　・分析終了後，蒸留水で20分間，メタノールで2時
　　　　間以上洗浄した．より強い洗浄を行う場合は，80％ア
　　　　セトニトリルで1時間洗浄した．
　　　・2週問に1回を目安として，（カラムをはずして）
　　　　流路のみ，イソプロパノールで20分間洗浄した，
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・洗浄液を変える際には，洗浄液と洗浄液の問に蒸
留水を20分間流した．
・洗浄液は，A液：B液の比率50％：50％（溶媒コ
ントロールモード：ISO．）とし，流速は
T、　FLOW　・1　ml／m　inに設定した．
・液を交換する際は，蒸留水によるプランジャー・
プランジャーシールの洗浄を行い，更にドレインを
開けて3分間パージを行い，ポンプ内の液を完全に
交換した．
・分析開始前にA・B液を2時間流す（溶媒コント
ロールモード：B．GE＞ことにより，カラム内の移動
層で平衡化させてからHPLC分析を行った．
・オートインジェクターにおけるサンプル注入量を
20μ1とした．
・データ解析はSHIMADZU　CLASS－M10Aシステムに
より行った．
HPLC試料の作成は以下の通りである．
　①5mlのサンプル管に花冠を入れ，1花冠あたりMAW（メ
　　タノール：酢酸：蒸留水漏9：1：10）lmlを加え，ガラ
　　ス棒でよく浸るように押し付けた．
　②サンプル管に蓋をし，4℃で24時間静置し，花冠中の色
　　素を抽出した．
　③抽出液をシリンジフィルター（ADVAINTEC，　DISMIC－25HP
　　PTEO．20μm）でろ過し，試験管に移し取った．
　④ろ過液と等量の2NHCIを加え，100℃で2時間静置し，
　　アントシアニンの加水分解を行った．
　⑤加水分解終了後，流水で冷却し，サンプルと等量のジエ
　　チルエーテルを加え，ボルテックスした．
　⑥1分間ほど静置した後，ジエチルエーテル層をパスツー
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　ルピペットで取り除き，700μ1イソアミルアルコール
　を加え，ポルテツクスした．
⑦1分間ほど静置した後，イソアミルアルコール層をパス
　ツールピペツトで回収し，プラスチツクシャーレに移し，
　風乾した．
⑧完全に乾燥した後，10％酢酸性メタノール700μ1を加え，
　サンプルを融解した．
⑨融解液を③と同様にろ過し，サンプリングチューブに移
　し，HPLC試料とした．
3．2．2．Hf2遺伝子の単離
　ゲノムDNAの抽出は，改変CTAB法（Lassnerら，1989）を
用いた．植物個体の幼葉は，ピンセットで採取した．サンプリ
ングは実験の直前に行い，実験開始時まで4℃で保存した．
　DNAサンプルをアガロースゲルで電気泳動することによっ
てバンドの位置と濃さを分子量マーカーと比較し，DNAの長
さと濃度を測定した．
＜PCR＞
　Hf2遺伝子の完全長領域を調べるため，プライマーはHf2　－f1
とHf2　－rl（Table　2）を用いてPCR解析を行った・
　反応条件は95℃5分間の熱変性を行った後，熱変性95℃，45
秒間，アニーリング58℃，1分間，伸長72℃，2分間を30サ
イクル行い，72℃，10分間の伸長反応をした．
　増幅されたDNA断片を含むPCR反応液は，電気泳動により
断片長を確認した．続いて，PCR反応液全量は，エタノール
沈澱を行い濃縮した．
　次に，低融点アガロースゲルを用いて電気泳動を行い，ゲル
からの切り出しを行った．
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　続いて，得られたDNA断片のライゲーション反応，トラン
スフォーメーションを行い，マスタープレートを作成し，コロ
ニーダイレクトPCRによりレプリカプレートを作成した．レ
プリカプレートよりそれぞれのDNAが挿入された大腸菌を液
体培養し，プラスミド抽出を行い，RNase処理，クロロホルム
処理，エタノール沈澱を行った後，1％アガロースゲルで電気
泳動を行い，濃度を確認した．また，抽出したプラスミドをT－
vect。r塩，基配列中のT7プロモーター領域及びSP6プロモータ
ー領域からPCR反応で増幅させることにより，インサートの
確認を行った．
　抽出したプラスミドを用いてシークエンス解析を行った．ま
た，解析によって5’末端，3’末端より順次に決定された配列
を用いて，未知配列のシーケンス解析用のプライマーを設計し
（Table　2）完全長の配列を決定した．
　得られた配列のホモロジー解析は，BLASTprogram（Altschul
ら，1997）によって行った．
3・2・3・Northern　BlotAnalysis
　ペチュニア品種‘Celebrity　Blue’，‘Celebrity　Burgundy’，
‘Celebrity　Neon’，　cPearl　Sky　Blue’，　‘Celebrity　Scarlet㌧
℃elebrity　Red’，‘Celebrity　Pink　Morn’，℃elebrity　Strawberry
Ice’を用いた．植物個体の開花直前の花冠を，ピンセットを用
いて採取した．サンプリングは実験の直前に行い，実験開始時
まで4℃で保存した．
　なお，用いた花冠のステージは，Holtonら（1993）による
ノーザン解析を元に，Hf2遺伝子の発現量の多いステージ3（3．5
cmの蕾）の花冠を用いた．
　total　RNAの抽出はRNeasy　Plant　Mini　Kit（QIAGEN）を用い
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た，使用する機具はRNase－OFF（TaKaRa）で，チップ，エッペ
ンチューブはオートクレープ120℃，20分間で処理し，RNase
を不活性化した．
Hf2　cDNA（5－17330fGenBank　acc．no．　Z22544）をpGEM－T　Easy
（Promega）ヘサブクローニングした．
〈RNAプローブ合成＞
　RNAプローブの合成にはDIG　Northern　Starter　Kit（Roche）
を用いた，
　　　①500bpから　1kbpくらいまでの調べたい遺伝子の断片
　　　をpGEM系やpB】uescript系のベクター一で，T7，　SP6，　T3
　　　などのプロモーター配列を持っているベクターにクロー
　　　ニングする．T7で転写すれば，センスプローブ，　SP6
　　　で転写すればアンチセンスプローブとなる．ノーザン解
　　　析では，アンチセンスプローブを作ることになる．下記
　　　の例ではSP6で転写する．
　　　　　　T7　　　　　　　　　　taraget　DNA　　　　　　　　SP6
突制限酵素もしくは平滑末端の制限酵素で切断し，直鎖
化する．決して3’突の制限酵素で切ってはならない．
例として，ここではマルチクローニングサイトのA戸
いう制限酵素できる．ターゲットの内部のBのような
制限酵素できってもよい．
T7　　　A　B　　　taraget　DNASP6
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③続いて，DIG－UTPを用いて転写させる．
反応は以下の条件で行う．
template直鎖化したプラスミドDNA（1μg）
RNase　Free　dH，0
5×ラベリング混合液
5×ラベリング混合液
RNAポリメラーゼ（SP6，　T7またT3）
　aμ1
10－aμ1
　4μ1
　4μ1
0．5μ且
Total 20μ1
混和し，手短に遠心した後，42℃で
ベートする．
1時間インキュ
一一”一一一一一一一一一一一s．．一一：RSb1｛NA
－一一一“一一一一?|一一・Jlllll
－一’一・~．．，．一一．．ny　RNA　SP6
④テンフレートDNAを分解除云するため，2mlのDNasel，
RNaseフリーを加え，37℃で1時間インキュベートする．
⑤2mlのO．2MEDTA（pH8．0）を加え，反応を停止する．
プローブができていることを通常のアガロース電気泳動
で確認した後，量をDIG－Labe】led　actinと比較すること
で測定する．
〈ノーザンプロッティング〉
　低ホルムアルデヒドRNA電気泳動
　くゲルの調整〉
　通常は電気泳動後，ホルムアルデヒドをゲルから抜かないと
メンブレンに転写できないが，この低ホルムアルデヒド法の場
66
合は，泳動後そのまま転写できる．
li－ZLILIIELIIL
aga「ose
10×MOPS　buffer
ホルムアルデヒド
DEPc水
Ig
lOml
3．4m1
86．6ml
電子レンジでアガロースを溶かし，少しさめてからホルムアル
デヒドを加え，よく混ぜてから，トレーに流し込む．できれば，
ドラフト内で行うのが望ましい．
10×MOPS　buffer
O．2M　　　MOPS
50mM　　NaOAc
lOmM　　EDTA
NaOHでpH7．0に調整する．保存すると黄色に変色することが
あるが問題なく使用できる．1×MOPS　bufferはオートクレー一
ブして使用．10×MOPS　bufferはオートクレープしない．
RNAの亦’．
5×変性ダイ
10×MOPS　buffer
ホルムアルデヒド
ホルムアミド
BPB
グリセロール
10mg・mE’iエチジウムブロマイド
DEPc、
100μ且
玉83μ1
500μ1
　2mg
200μ1
　5μl
I2　1
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Totai 1000μ1
泳動するRNA量の4分の1の変性ダイを加え，55℃で10分間，
熱変性した後，氷上で急冷する．
泳動はミューピッドで行う場合，50Vで1時間から1時間30
分くらい行う．泳動バツファーには1×MOPSバツファーを用
いる．
RNAの　一ンスフ　ーと
①ゲルをDEPc水で洗浄しトランスイルミネーターにのせ，
写真をとった．
②新しい容器に20×SSCを注ぎ，容器にまたがるようにア
クリル板をおいた．
アクリル板の上に
　・20×SSCに浸した濾紙（容器内の20×SSCに漬か
　るように）
　・ゲル（泳動時の上面を下に向くように〉
　・20×SSCに浸したHybond－N÷（Amersham）
　・20XSSCに浸した濾紙（3枚）
　・ペーパータオル（5cm程度）
　・アクリル板
　・重り（糸勺1kg）
の順に乗せ，一晩静置（12時間以上）した．
③プロッティング終了後，2×sscでHybond－N＋を1分間
洗浄した．
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④80℃で2時間，フィルターを完全に乾燥させた．
⑤作成したフィルターはハイブリバツクに包み，使用時ま
で4℃で保存した，
〈ノーザンハイブリダイゼーション〉
　　①DIG　Easy　Hyb　Granulesの入ったボトルに64mlの滅菌
　　水を2回に（1回32mDにわけて加え，37℃で撹搾して
　　溶かす．その後は，室温保存．溶解した日付をボトルに
　　書く．数ヶ月すると分解してアンモニア臭がするように
　　なったら使用しない．
　　②適量のDIG　Easy　Hyb（メンブレンフィルターIOOcm2当
　　たり　10～15mlをハイブリダイゼーション温度（68℃）
　　まであらかじめ加温する．メンブレンフィルターをタッ
　　パーウェアの中で穏やかにしんとうさせながら30分間
　　プレハイブリダイゼーションする．
　　③DIGラベルされたRNAプローブ（DIG　Easy　Hyb溶液
　　申で約100ng／ml相当）を5分間98℃で熱変性させた後，
　　直ちに氷水中で冷却させる．
　　④変性後のDIGラベルされたRNAプローブを，あらか
　　じめ加熱したDIG　Easy　Hyb（メンブレンフィルター100crn2
　　当たり3．5m1）に加え，気泡が立たないように注意しな
　　がらよく混和させる（気泡はバックグラウンドの原因と
　　なるので注意する）．
　　⑤プレハイブリダイゼーション溶液を捨て，プローブと
　　ハイブリダイゼーション溶液との混合液をメンブレンフ
　　ィルターに加える．68℃で，穏やかに振とうさせながら
　　オーバーナイトでインキュベーションする．
洗浄
あらかじめ以下の試薬を調整しておく．
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マレ　ン　バ・・フ　・－
100mMマレイン酸
150mM　NaCl
conc．NaOHもしくは粒状のNaOHを直接加えて，　pHを7．5に
調整する．pHをオーバーしやすいので注意．オートクレープ
して室温保存．
　109のBlocking試薬を100mlのマレイン酸バッファーを加
えて溶かす．4℃で保存．
DIG　wash　buffer
　マレイン酸バッファー50m1にTween　20を150μ1添加する．
使用直前に必要量作る．
　マレイン酸バツファー－50mlにBlooking　stock　solutionを5m1
加える．使用直前に必要量作る．
　B1。cking　s。lution王Om1にAP標識抗DIG抗体を1μ1添加す
る．siRNAの検出などの微妙なシグナルを検出するときには作
り立てを使用する．通常は5回程度なら繰り返し使用可能．使
用後は．20℃保存（日付を記入のこと）
Detection　buffer
O．1MTris－HCI（pH9．5）
0．IMNaCl
オートクレープはしない．室温保存．長期保存した場合はpH
をチェックすること．
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①2×SSC，0，1％SDS（50mD中で，15～25℃下，5分間×2
回，・・一’一・L定に振とうさせながら洗浄する．
②0」×SSC，0．1％SDS（100mD中で，68℃下，15分間X2
回，一定に振とうさせながら洗浄する．
③DIG　wash　buffer（50　mDでメンブレンを2回リンス．
④Bl。cking　s。1ution（50　ml）で30分問振とう．
⑤20mlの2次抗体液で30分間振とう．
　　　　（メンブレン全体が浸るくらいの量）
⑥DIG　wash　buffer（50　ml）で15分間，2回洗浄．
⑦Detecti。n　buffer（10ml）で2分間リンス．
⑧CDP－star（30μ1／cm2）
　LASIOOOで15～30分間，発光イメージを検出した．
　　（発光は次の日くらいまで持続する．）
3．2．4．F3’5’H遣伝子マーカー
〈PCR反応〉
　幼葉からDNA抽出を行い30μ1のTEに溶解させた．その
後，Hf1，　hfl－2そしてhfi－3ゲノム遺伝子の塩基配列を元にプ
ライマーを設計した（Table　2）．プライマーの構築にはプライ
マー設計サイト（Primer　3；htt：〃www一Ωenonle．wLmit・edu・／cgi一
一g⊥）を使用して行った．
　続いて，上記で設計したプライマーを用いてHfiとHf2ゲノ
ム遺伝子領域におけるMultiplex－PCR反応を行い，電気泳動で
DNAの増幅断片の長さ及び濃度を確認した．プライマーの組
み合わせ及び反応条件は以下に示した．
71
＜Hfl　Multipiex・PCR＞
TaK．aRa　Ex　Taqを用いて行いった．
Template　DNA
lO×Ex　Taq　Buffer
DNTP　Mixture（2．5mM）
Hfl－markerl
Hfl－marker2
Hfl－marker3
Hfl－marker4
ExTaq　（5U／μ1）
S．D．W．
組成は以下の通りである．
　　　　　　　　　　　1μ1
　　　　　　　　　　　5μ1
　　　　　　　　　　　5μ1
　　　　　　　　　　　玉μl
　　　　　　　　　　　lμ玉
　　　　　　　　　　　1μl
　　　　　　　　　　　lμ1
　　　　　　　　　　0．5μ1
　　　　　　　　　34．5μ1
Tota1 50μ且
　　　反応条件は95℃5分間の変性を行った後，変性95℃，45
　　　秒間，アニーリング60℃，1分間，伸長72℃，2分間を32
　　　サイクル行って，その後，さらに伸長72℃，5分間行って
　　　伸長反応をした．
プライマー塩基配列は以下の通りである．
Hf】－marker1：
　　　　5，＿TGCAAAACTTGCGATAACGTG－3’
Hf玉一m註rker2：
　　　　5’－CAGGAGTCATGGCTTGTAGTAGCTC－3’
1｛fl－marke「3：
　　　　5’－AAGCTAGGCACATATAAAACTGTTTGG－3’
Hfl－marker4；
　　　　5’＿TTGGGGATCTCTTCCATTGC－3’
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〈Hf2－PCR＞
　TaKaRa　Ex　Taqを用いて行いった．
Tempjate　DNA
lO×Ex　Taq　Buffer
dNTP　Mixture（2．5mM）
Hf2－markerl
Hf2　－marker2
Ex　Taq　（5U／μ　1）
S．D．W．
組成は以下の通りである．
　　　　　　　　1μ1
　　　　　　　　5μ1
　　　　　　　　4μl
　　　　　　　　lμ1
　　　　　　　　玉μ且
　　　　　　　O．5μ1
　　　　　　　37．5μ1
Total　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50μ1
　　　反応条件は95℃5分間の変性を行った後，変性95℃，45
　　　秒間，アニーリング60℃，1分間，伸長72℃，1分間を30
　　　サイクル行って・その後・さらに伸長、72℃・5分間行って
　　　伸長反応をした．
　　　プライマー塩基配列は以下の通りである．
Hf2－marker1：
　　　5’－ATCCAGCTCTATCTGGCTTTA　GACA　・－3’
Hf2－marker2：
　　　5’－GGGAGAGAACTTTAATTCAGCTGAT－3’
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3．3．結果及び考察
3．3．1．主要花冠アントシアニジン表現型の解析
　本研究に用いたペチュニア129品種中の54品種の花冠アン
トシアニジンは，未解析のため，まず始めに花冠アントシアニ
ジンの解析とAndoら（2004）に基づく分類を行った．
　調査した54品種の花冠アントシアニン構成は，白花と黄花
の10品種を除いて，Andoら（2004）に基づく3群に分類され
た（Table　D．　cyanidin　group（主要花冠アントシアニジン；
cyanidin，cyanidin含有率＝51．6から95．7％），peonidin　group（主
要花冠アントシアニジン；　peonidin，　peonidin含有率＝49．6
から9L5％），　malvidin　group　（主要花冠アントシアニジン；
malvidinまたはpetunidin，　malvidinとpetunid　in含有率；78．8
から　100％）．さらに，Malvidin系の品種を花筒の着色の有無で
2群に分類した．花冠が着色して花筒が白色のグループを
Malvidin－with－eye　groupとして，花冠と花筒が両方着色するグ
ループはMalvidin－without－eye　groupとした（Table　1）．
　Malvidin－with－eye　groupで花冠のみ青色に着色するペチュニ
ア品種‘Pearl　Sky　Blue’の花冠主要色素は，　Delphinidin系ア
ントシアニン（ほとんどは，Malvidin＞である（Andoら，2004）．
この品種の表現型は，Hf1遺伝子不活性の典型である（wiering，
1974）．‘Pearl　Sky　Blue’の自殖後代の表現型は，分離はせず，
すべてMalvidin－with－eyeの花冠主要色素としていた．この結
果から，‘Pearl　Sky　Blue’の遺伝子型はhfl　hfl／Hf2　Hf2である
と考えられた．
　一方，赤色のペチュニア品種　℃elebrity　Scarlet　’の花冠主
要色素は，Cyanidin系アントシアニン（ほとんどは，Cyanidin）
である（Andoら，2004；Nakajimaら，2005）．この品種の自
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殖後代の表現型は，すべて分離せず，Cyanidinを花冠主要色
素としていた．また，第2章の結果から，遺伝子型はhf1　－3　hf1－3
／kf2　hf2であると考えられた．
3．3．2．劣性ltf2対立遺伝子のシーケンス解析及び発現解析
　ペチュニア品種におけるHf2遺伝子（GenBank　acc．　n。．
Z222544）のcDNAは既にクローニングされており，cDNAの
塩基配列が決定されている（Holton　et　al．，1993）．
　そこで，ゲノムDNAレベルの変異を解析するために，幼葉
のゲノムDNAを用いてPCR解析ならびに，シーケンス解析を
行い塩基配列の情報を得た．
　PCR解析で得られたDNA断片は約2．4kbpの増幅のみが確認
された．既知のcDNA情報では約1730bpが増幅されると推定
されるため，ゲノムDNA配列中に挿入配列が存在すると考え
られた．
Hf2　cDNA配列とゲノムDNA配列を比較したところ，ゲノム
DNA中には2つのイントロンの挿入が確認された．第1イン
トロンは，配列中の343bpから始まり811bpまでの計469bpで
あり，第2イントロンは，配列中の1387bpから始まり，1638bp
までの計252bpであった．
　さらにこの塩基配列をBLAST検索したところ，Hf2のゲノ
ムDNA配列の情報は存在していないため，本研究によるもの
が，新規Hf2ゲノムDNA情報であることが分かった．このHf2
ゲノムDNA情報はAB239773としてGenBankに登録した．
　これらの結果から，F3’5’Hの発現に関与する優性Hf2遺伝
子は，2つのイントロンを含むゲノム構成であることが分かっ
た（Fig．9）．
　そこで次に，劣性hf2ゲノムDNAでの変異を明らかにする
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（A）
HIX2　allele
cxon　l CXon　ll cxon　111
5工＝：トー一［＝＝コー→：＝＝：＝コ3’
HLX2－fl・e＞ く一Hl72－　r5
deletion
hi7f2－1　allele　5’
H12－rl≒〉 ぐ班2－r5
3り
（B） 1 2
一r．二・遜．
3 4
．．t「．、」　　．・∴’。一
5 6　　7　　8
　　　　　　　　●
　　　　　　　　　，　ユ　　　　　　　趣罎・
　　　’　　　！．．L・’：・　’
　　　　　　　’　一：一．
Figure　9．　Structure　and　expression　ofthe　Hf2　gene・
（A）Exons　and　introns　are　indicated　with　boxes　and　solid　Iines，
respectively．　The　amplified　regions　ofthe　marker　are　shown　with
their　corresponding　primers．　The　triangle　marks　the　deletion
position　ofthe　first　intron　in　the　hf2－1　allele・
（B）Levels　ofHf2　mRNA　in　corolla－1imb　tissues．　The　total　RNA
isolated　from‘Celebrity　Blue’（Hfl　Hf1／Hf2〃ア2；lane　l），
‘Celebrity　Burgundy’（Hfl　hf1－3／hf2－117∫2－1；lane　2），
‘Celebrity　Neon’（hf1－2　hf1－3／Hf2　hf2－1；1ane　3），‘Pearl　Sky
Blue’（乃∫1－217∫1－2／Hf2　Hf2；1ane　4），‘Celebrity　Scarleゼ（hf1－3
hf1－3／ノ7∫2。1　hf2－1；1ane5），‘Celebrity　Red’（hf1－317∫1－3／hf2。1
hf2－1；Iane　6），℃elebrity　Pink　Morn’（17∫1－2　hf1－3／hf2－117∫2－1；
lane7）and‘Celebrity　Strawberry　Ice’（hf1－3　hf1－3／17∫2－1乃∫2－1；
1ane8）　was　analyzed　by　Northern　hybridization　with　the　Hf2
riboprobe（upper）．　The　equivalence　of　RNA　loading　among　lanes
is　demonstrated　by　the　ethidium　bromide　staining　ofrRNAbands
（bottom）．
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ために，Hf2ゲノムDNA配列をもとに設計したプライマーを
用いて，PCR解析ならびにシークエンス解析を行なった．
　‘Pearl　Sky　Blue’由来のDINA断片では約2．4　kbpの増幅が
得られたが，‘Celebrity　Scarlet’由来のDNA断片では約2．2　kbp
の増幅が得られた．このことから，‘Celebrity　Scarlet’のhf2
ゲノムDNA内では，何らかの変異が起こっているものと考え
られた．
　そこでこの得られた約2，2kbpのDNA漸片のシークエンス
解析を行い，hf2ゲノムDNAの全塩基配列を決定した．
　Hf2　cDNA配列とhf2ゲノムDNA配列を比較したところ，hf2
ゲノムDNA配列中にはHf2ゲノムDNA配列と同様の位置に2
つのイントロンが挿入されていた．第1イントロンは，配列中
の343bpから始まり607bpまでの計265bpであり，第2イント
ロンは，配列中の1183bpから始まり，1407bpまでの計225bp
であった．
　さらに，エクソン部分を比較したところ，複数の点突然変異
が確認できた．第1エクソンにおいては9塩基の置換，第2エ
クソンにおいても9塩基の置換，そして3エクソンにおいては
ll塩基の置換が確認でき，エクソン部分のみだけの変異で29
塩基の置換が起こっていた．
　また，Hf2ゲノムD’NA配列とhf’2ゲノムDNA配列を比較し
たところ，イントロン部分にも複数の点突然変異ならびにデリ
ーションが確認できた．その中で最も大きい変異は，第1イン
トロンにおけるデリー一ションで，226bpの塩基配列のデリーシ
ョンが確認できた（Fig．　g）．
　これらの結果から，hf2ゲノムDNAでは，塩基配列上に様々
な変異が複数生じており，これらが原因で正常なF3’5’Hが発
現できないものと考えられた．特に第1イントロンにおけるデ
リーションは大きな変異でありmRNAを合成する上でのスプ
ライシングの過程で，異常をきたす可能性が考えられた．また，
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正常なスプライシングが行われた場合でも，エクソン部分に確
認された点突然変異が原因で正常なアミノ酸配列をコードでき
ず，F3’5’Hの発現が停止してしまう可能性が考えられた．
　そこで，hf2遺伝子のmRNAレベルでの発現解析を行い，転
写に突然変異が影響しているかを調査した．
　Malvidin系アントシアニンを主要花冠色素とするペチュニ
ア品種‘Celebrity　Blue’，‘Celebrity　Burgundy’，‘Celebrity
Neon’C｛oear且Sky　Blue’とCyanidin系アントシアニンを主要
花冠色素とするペチュニア品種‘Celebrity　Scarlet’，’Celebrity
Red’，‘Celebrity　PinkM。rパ並びに‘Celebrity　Strawberry　lce’
の花冠t。tal　RNAを用いてノーザン解析を行った．すべての品
種で発現が確認されたが，優性Hf2遺伝子を遺伝子型に持つ品
種に比べ，劣性hf2遺伝子の遺伝子型の品種のhf2遺伝子の発
現は有意に低かった（Fig．9）．
3．3・．3．Hfl遺伝子型の解析
　花冠アントシアニジン表現型とF3’5’H遺伝子型（HfJとHf2
遺伝子型）の関連性を研究するために，まず始めにHfl遺伝
子型を決定する遺伝子マーカーを開発した．
　Hf1遺伝子マーカー（Hfl　Multiplex－PCR法）によって増幅
されたDNA断片は，　SeObp付近，1．5kbp付近，2．5kbp付近が
それぞれHf1，　hfi－2，　hfi－3由来の増幅断片に相当する（Fig．10
and　lD．
　Falconシリーズ，　Celebrityシリーズにおいて，主要色素が
Malvidin，　Petunidinのものでは800bp付近のDNAの増幅のみ，
もしくは8eObp付近と1．5　kbp付近の場合と800bp付近と2．5kbp
付近の場合の2本のDNAの増幅が見られる場合がみられた．
800bp付近のDNAの増幅がHflの優性であると考えられるた
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Hfl　allele5’
exon　l exon　ll exonllI
Hfl－f4　Dレ
3’
＜一正ぴ1－r2
　　　　　　　　　　　　　　exon　l
hfl－1　allele　5’
　　　　　　　　Hf1－f1→・
」Psl－　f3　1レ Psl－f5－〉　＜i－」Psl－r4
Psl
exonll
ぐHfl－r3
exonlll
3’
Hfl－f10≒〉
hfl－2　allele　5’
exon　l eXon　ll
〈E－Hfl－r2
〈－Hfl－r16
hf7－3　allele　5’
exon　1 exon　Il
rTph1
exon　l　l］
Hfi－　f4　1＞
Figure　10．　Schematic　drawing　ofthe　different　alleles　at　the正ヴ1
］ocus　ofP召’〃刀’a　hybriゴa．　Whlte　boxes　and　solid　lines　represent
the　exons　and　introns，　respectively，　ofthe　、臼「∫ノ　10cus．　The
amplified　regions　are　shown　with　thejr　corresponding　primers．
The　transposable　elements　dTph9，’・T」phl　and　P∫1　are　shown　by
downward－pointing　triangles．
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es併　　　Φコ面SnOCロaF
pigment
Hl］7
HLt2
奎屋垂8屋垂奎8奎88昌屋昌2
＿25kbp
－　1．5　kbp
－0．9kbp
＿750bp－550bp
Celebrity　series
　　　O亘コX⊂正ヴの⊃「
X三n＝oエ
言⊂⊃O」コo◎
Φコ一〇9
⊆OΦZ
　　　　UΦに
　　　　　§§さききさきささささきさきき
pigment奎奎翌難垂麗奎9器9皇
Hf7
Hf2
＿2．5　kbp
－1．5kbp
－0．9kbp
＿750bp－550bp
Fig・re　ll．Hfl　and　Hf2　gen・typ・・in　c・mm・・ci・1　P・t・・i…Th・t・t・l
DNA　from　l29　commercial　petunias　was　analyzed（Table　l）．　DNA
f・agment・we・e　amplifi・d・・i・g　th・f・11・wi・g　P・imers沼∫1－fl・
Hf1－f10，〃∫1－・2，　and　Hf1－・16f・・d・tecti・g・equence　i・・e・t・i・th・
ノ7fl　gene（upPer）；Hf2－fl　and　Hf2－r5　for　detect董ng　sequence
deletions　in　the　Hf2　gene（bottom）．　The　amplified　fragments　from
cultivars　oftwo　representative　series，　Falcon　and　Celebrity・are
shown．　The　PCR　markers　are　with　the　associated　alleles：Hf1（0．9
kbp），1・∫1－2（1．5　kbp），1・∫1－3（2．5　kbp），　Hf2（750bp）・and　hf2－1（550
bp）．Th・gen・type　and　m・j・・pigm・・t・・f　th・・e・pective　cultivars
are　indicated　above　each　lane．　Malvidin－with－eye，　Malvidin－
with・ut－ey・．　cyanidi・，　P・・nidin　a・e　abb・evi・t・d・・M・1　WE・M・1
WOE，　Cya，　Peo，　respectively．　Anthocyanidin　was　not　detectable
（ND）．　The　numbers　t・th・・ight　i・dicat・th・・ize・fthe　amPlifi・d
fragments．
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め・この結果は優性ホモもしくはヘテロの遺伝子型，つまり，
Hf　1／Hf1・Hfl／hfi－2もしくはHf1／hfノー3と考えられ，主要色素
と一致した．また，主要色素がCyanidin，Peonidinであるも
のでは1・5　kbp付近のDNAの増幅のみの場合，2．5kbp付近のDNA
の増幅のみの場合もしくは，1．5kbp付近と2．5kbp付近の場合
の2本のDNAの増幅が見られる場合とがあった．この結果は，
hfi－2，　hf1－3ともに劣性の表現型を示すものと考えられ，劣性
ホモもしくは劣性ヘテロの遺伝子型，つまり，hf1－2／hf1－2，
hfl－3／hfl－3もしくはhfi－2／hf1－3と考えられ，主要色素と対応
させると一致した．
　しかし，このHf1遺伝子マーカーが示した遺伝子型と表現
型に相違の見られる品種があった．それは‘Falcon　Lilac’，
‘Celebrity　Lilac’，‘Celebrity　Neon’，‘Celebrity　Sky　Blue’の
4品種であり，いずれの品種においても花色は非常に薄く，ま
た花筒の部分に色素は確認できないMalvidin　with　eyeグル・一
プのため，F3’5’Hをコードするもう1つの遺伝子，　Hf2遺伝子
によって花冠色素の発現を制御しているものと考えられた．
　以上の結果，調査した129品種において，このMultiplex－PCR
により，遺伝子型を明確にし，その遺伝子型は表現型とも一致
した（Table　l）．このことからHf1遺伝子に対するDNAマー
カーになりうると考えられた．しかし，Malvidin　with　eye品種
においてはDNAマーカーの示す遺伝子型と表現型に矛盾が生
じており，HfJ遺伝子だけではF3’5’Hの発現機構の説明は不
可能であると考えられ，Hf2遺伝子のマーカーも必要であると
考えられた．
　また，市販ペチュニア品種におけるHf1遺伝子の変異は，
dTph9，　t’　Tp　h　1の挿入による2つの変異のみであると考えられ
た．
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3．3．4．Hf’2遺伝子型の解析
　続いて，Hf2遺伝子マーカーによって増幅されたDNA断片
は・750bp付近と550bp付近がそれぞれHf2とhf2由来の増幅
断片に相当する様に設計した．
　129品種において花冠色素の表現型とHf2遺伝子座の遺伝子
型を比較したところ，主要色素にMalvidinまたはPetunidinを
もつものでは，750bp付近のDNAの増幅のみの場合，750bp付
近と550bp付近の場合，そして550bp付近のDNAの増幅のみ
の場合とがあった（Table　D．この結果は優性ホモ，ヘテロも
しくは劣性ホモの遺伝子型，つまり，Hf2／Hf2，　Hf2／hf2もしく
はhf2／hf2と考えられ，表現型と一致していると場合と不一致
である場合があった．そこで，Hf1遺伝子座の影響も考慮する
必要が考えられたので，Hf2遺伝子座の遺伝子型がhf2　fhf2を
示し，なおかつ表現型「にMalvidinまたはPetUnidinを示すペチ
ュニア品種のHf1遺伝子座の遺伝子型を確認したところ
（Fig」1；Table　D，全ての品種における遺伝子型は，Hf1〃if2hf2，
Hf1　一／hf2　hf2もしくはHfl－／hf2　hf2であることが確認でき，Hf1
遺伝子のみが表現型に影響を及ぼしていることが分かった．
　一方で，Hf1遺伝子座の遺伝子型がhfl－2／hfl－2またはhfi－
2／hfl－3を示し，なおかつ表現型にMalvidinまたはPetunidin
を示すペチュニア品種（Fig」1；Table　DのHf2遣伝子座の遺
伝子型を確認したところ，全ての品種における遺伝子型は，
hfノー2　hfi－2〃ff2　Hf2，　hfi　一　2　hfi－2〆Hf21if2．もしくはhf1－2　hf1－
3／Hf2ノ？f2であることが確認でき，Hf2遺伝子のみが表現型に影
響を及ぼしていることが分かった．
　以上の結果，調査した129品種において，このHf2遺伝子マ
ーカーにより，Hf2遺伝子座の遺伝子型を明確にすることがで
きるため，本研究により開発したHf2遺伝子マーカーは有用で
あると考えられた．
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　今回調査したペチュニア129品種において，Hf2遺伝子座の
変異は第1イントロンのデリーションのみであったため，品種
親となった原種の2種が潜在的に保有していた遺伝子の変異が
そのまま品種に受け継がれたものではないかと考えられた．
　Hf2遺伝子座のみの変異では，表現型との完全な一致性は得
られなかったが，同時に開発したHfl遺伝子マーカーとHf2遺
伝子マーカーを併用することにより，遺伝子型と表現型の完全
な一致性が得られた．っまり，F3・5・Hの発現機構を説明する
には，Hf1，　Hf2遺伝子座の変異をともに説明しなければなら
ず，両遺伝子マーカー一は必須となるものと考えられる．
　そこで次に，今回開発したHf1，　Hf2の両DNAマーカーの更
なる有用性を確認するため，ヘテロの遺伝子型をもつ品種から
自家受粉後代を作り，その遺伝子型と表現型の一致性を確認す
ることにした．
3．3．5．自殖後代の表現型と遣伝子型の相関関係
　‘Falcon　Burgundy’，‘Celebrity　Burgundy’の花冠主要アン
トシアニジンはMalvidinであり，それぞれ花冠中全アントシ
アニジンの7L5，86．5％を占めている．　‘Falcon　Burgundy’，
‘Celebrity　Burgun　dy　’の遺伝子型はNakajima（2005）により
Rt　rtのヘテロ個体であることが確認されいる．また，‘Falcon
Burgundy’のF3’5’1｛の遺伝子型はHf1　hfl－2／hf2－1　hf2　－iのHfl
のヘテロ個体であることが判明している（Tablel）．さらに，
‘Celebrity　Burgundy’のF3’5’Hの遺伝子型は，　Hf1　hf1－3／hf2　－
ihf2－1のHf1遺広子のヘテロ個体であることが判明している
（Tablel）．
　これらペチュニア品種のアントシアニン系花色が，本当に
3RTとF3’5’Hによって制御されているのであれば，自家受粉
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させた種子から得られる個体の花色分離比はHf2による制御を
受けないため，Malvidin（Petunidin）：Peonidin：Delphinidin：
Cyanidinニ9：3：3：1になると考えられる．
　そこで，‘Falcon　Burgundy　’，‘Celebrity　Burgundy’を用いて
遺伝子型と花冠アントシアニジンの比較を行った．
　Malvidin　without－eyeグループの‘Falcon　Burgundy’の後代
の結果は，Fig．12に示した．
　HPLC分析の結果，Cyanidin個体，Pe。nidin個体，Deiphinidin
個体，Malvidin（Petunidin）個体が得られた．Multip且ex－PCR
の結果（Fig．12）では，Hfl遺伝子においてDelphinidin，Malvidin
個体のみに800bp付近のDNA断片の増幅が確認され，　HPLC
の結果と一致していた．また，Cyanidin，　Peonidin個体のHfI
遺伝子は，すべてhf1－2遺伝子のホモであった．　Hf2遺伝子マ
ーカーにおいては，すべての個体で550bpの断片のみが確認
された．このことから，Hf1，　Hf2遺伝子が‘Falcon　Burgundy’
に由来して遺伝していることが明らかとなった．
　Malvidin　without－eyeグループの‘Celebrity　Burgun　dy　’の後
代のHPLC分析の結果，Cyanidin個体，Peonidin個体，Delphinidin
個体，Malvidin（Petunidin）個体が得られた．Mu　ltiplex－PCR
の結果（Fig．12）では，Hf1遺伝子においてDelphinidin，Malvidin
個体のみに800bp付近のDNA断片の増幅が確認され，　HPLC
の結果と一致していた．また，Cyanidin，　Peonidin個体のHf1
遺伝子は，すべてhfl　－3遺伝子のホモであった・Hf2遺伝子マ
ーカーにおいては，すべての個体で550bpの断片のみが確認
された．
　‘Celebrity　Neon’の花冠主要アントシアニジンはMalvidin
であり，それぞれ花冠中全アントシアニジンの49．6％を占めて
いる．また，’Celebrity　Ne。n’のF3’5’Hの遺伝子型は・hf1－
2　hfi－3／Hf2　hf2－1のHf2遺i2iデのヘテロ個体であることが判明
している（Table　l）．さらに‘Celebrity　Neon’のRt遺伝子型
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Pigment　Cya　Peo　Mal　Peo　Peo　Del　Peo　Mal　Cya　Mai
gen・typeミ
　　　　　　ミ゜
　　　　　　ミ
　　　　　　艶
　　　　　　壽
　　　　　　さ
HfZ
Hf2
、食ミー更ミ艶ミ㍗さ
、更ミ褻ミミミ
一1．5kbp
－0．9kbp
一550bp
Figure　12．　PCR－based　markers　of　the　F3’5’H　gene　from　the
progeny　of　self－pollinated　‘Falcon　Burgundy’　（〃∫1　h〆’1－2　／
乃∫2－1　hf2　－1）．　Abbreviations　for　the　major　pigments　are　the
same　as　in　Figure　3；Del＝　delphinidin．　The　genotypes　are
shown　above　each　Iane．
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はNakajima（2005）によりRt　rtのヘテロ偲体であることが確
認されいる．このペチュニア品種のアントシアニン系花色が，
本当に3RTとF3・5・Hによって鰯御されているのであれば，自
家受粉させた種子から得られる個体の花色分離比はHf1による
制御を受けないため，Malvidin（Petunidin）：Peonidin：
Delphinidin：Cyanidin＝9：3：3：1になると考えられる．
　Malvidin　with－eyeグループの’Celebrity　Neon’の後代の結
果は，Fig．13に示した．
　HPLC分析の結果，Cyanidin個体，Peonidin掴体，Delphinidin
個体，Malvidin（Petunidin）個体が得られた．Multiplex－PCR
の結果（Fig．13）では，　Hf1遺伝子において，すべての個体で
hfl－2とhfl－3のホモまたはヘテロのDNA断片の増幅が確認さ
れた．また，Delphinidin個体，Malvidin（Petunidin）個体のHf2
遺伝子は，すべてHf2遺伝子のホモまたはヘテロであり，HPLC
の結果と一致していた．
このように，PCRマーカーから後代の主要花冠アントシアニ
ジン表現型を推定することができる．本研究では，1990年代
に作られた這い性ペチュニア品種（Rice，1997）の解析を行っ
ていない．現代の一般ペチュニア品種と比較して這い性ペチュ
ニア品種は，かなり異なっている．今後，這い性ペチュニア品
種にも通用する遺伝子マーカーを開発する必要がある．
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Mal　Mal　Mal　Mal　Pco　Del　Cya　Mal　Mal　MaIpigment
、－更剣§ら－さ㍗、ミ、－寒§南ーミ篤，領母
、－受ぐ§＼ヤミ、㌣さ
§§硫－気母句－、ミ
§§べ－領々触bミ
、－寒§《－さミ㍗墨genotype
§§、ヤ気粛h－、ミ
2．5kbp
1．5kbp
750bp550bp
＝　＝瑚瑠
Figure　13．　PCR－based　marker　ofthe　F3’5’Hgene　from　the
progeny　of　self－pollinated‘Celebrity　Neon’（hf1－2　hf1－3／Hf2
hf2－1）．　Abbreviations　for　the　major　pigments　are　the　same　as　ln
Figure　12．
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3．4i摘要
　市販ペチュニア品種の花冠主要色素はアントシアニンで構成
されている．シアニジン系（シアニジンとペオニジン）とデル
フィニジン系アントシアニン（デルフィニジン，ペチュニジン
およびマルビジン）の生産は，2つの独立遺伝子座HflとHf2
によりエンコードされるflavonoid－3’，5’－hydroxylaseに制御さ
れる．Hf2遺伝子座における劣性対立遺伝子hf2－iは，第1イ
ントロンに約200bpの欠失とエクソンの塩基置換による8カ
所のミスセンス変異が存在した．hf2　－1の転写レベルはHf2の
転写レベルより明らかに減少していた．本研究では，Hf1とHf2
遺伝子座の遺伝子型を決定するPCRマーカーを開発した、こ
れはPCR産物の多型によりHf1，　hf1－2およびhfl－3対立遺伝
子と，Hf2とhf2　一　1対立遺伝子の遺伝子型を識別できる技術で
ある．供試した129品種において，このPCRマーカーによる
Hf〃Hf2遺伝子型と花冠主要アントシアニジンの表現型に矛盾
はなかった．過去に報告されたHfl遺伝子座の劣性変異対立遺
伝子hf1－1（第2エクソンにSpm様トランスポゾンが挿入）は，
市販ペチュニア品種では検出されなかった．
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第4章　SEPALLTA－like　MADS・box遺伝子
の変異と花器官遺伝子の網羅的解析
4．1．緒言
　　ペチュニア品種は育種が始められてから長い歴史を経て
いるが，今現在ある様々な花色のほとんどは突然変異を利用し
てきたものと考えられる．このように突然変異の利用はペチュ
ニアの育種に大きく貢献してきたが，そのほとんどは新たな花
色を生み出すことに注目されてきた．しかしながら，育種に大
きな影響を与えたのは花色そのものだけでなく，複数の色が組
合わさってできる花の模様，つまり花色の配色という形質も育
種の重要な目標とされてきた．
　現代のペチュニア品種には，様々な配色を呈するものがある．
例えば，白の覆輪で花冠開口部が着色するpicotee，花筒から
花冠開口部の中心にかけて白くなり花冠の淵は着色するMorn，
それから花冠開口部の主脈付近が白色となり他の部分が着色す
るStarというような配色を呈する品種が存在する．
　近年，市販のペチュニアでは類を見ない配色のペチュニアの
変異体が得られた．それは，花冠開口部の配色が赤紫色で花冠
縁部が緑色の突然変異体であった．この表現型はpicoteeに分
類されるかもしれないが，花冠縁部が緑色な点から品種の
Picoteeとはことなる．Joseph　Harrison（1838）（Baileyの引用，
1896）は‘ared　body　color　with　grass－green　border’のペチュニ
ア品種があったと記載していており，この花冠縁部が緑色の突
然変異体と類似している品種が過去にあったことがわかる．
Angenent　ら　（1994）　，　Ferrario　ら，　　（20e3），　Vandenbussche　ら
（2003）が行った逆遺伝学的手法によって得られたFBP2
（Floral　Binding　Protein　2）の突然変異ペチュニアは，’Petal
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with　an　ovaerall　dlffuse　green　hue，　the　effect　being　strongest　in
the　areas　surrounding　the　main　velns　and　at　of　the　petals’という
表現型を示すと報告されている．この上述の表現型と花冠縁部
が緑色の突然変異体は，類似している点がある．しかしながら，
花冠縁部が緑色の突然変異体は，緑色の部位が花冠縁部のみで
ある点で異なる．以後，花冠縁部が緑色の突然変異体をGL
（Green－corolla－10be）変異体と省略する．
　ペチュニア品種のpicoteeは，分子遺伝学的研究が進められ
ている．Picoteeの花冠縁部白色部位では，カルコン合成酵素
をエンコードするCHS遺伝子の発現が抑制されている（Sait。
ら，2006）．このため花冠縁部白色部位では，アントシアニン
は蓄積されずに，ケイ皮酸またはケイ皮酸由来の部室が蓄積さ
れている（Saitoら，2006）．
　そこで本研究では，本研究室の2001年のパラグアイの現調
査の際に発見されたGL変異体P．　infi　ata（Fig．14B）の変異源
の探求とその変異の園芸的利用を目的として，形態学的そして
分子遣伝学的研究を行った．また，花冠縁部緑色部位における
遺伝子発現を網羅的に解析するために，cDNAマイクロアレイ
（Shimamuraら，2007）を用いて解析した．
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Figure　14．　Phenotypes　ofPetunia”iflata，　wild　type（WT）and
green　coroHa－10be　type（GL）・
（A）AWTflower．
（B）AGLflowerexhibiting　agreen　hue　on　the　corolla－10bes．
（C），（D）and（E）scanning　electron　microscopy　images　of
corolla－surface．
（C）Adaxial　surface　of　WT　corolla－10bes　covered　by　conical
epidermal　ce11s．
（D）Adaxial　surface　ofGL　corolla－10bes　covered　by　epidermal
ce11s　ofdifferent　morphoiogy，1）marginal　green　site　of
corolla－lobes　having　flat　epidermal　cells，　trichomes　and　stomata，
and　2）　adjacent　inside　purple　site　having　conical　epidermal　cells
without　trichome　and　stoma．
（E）Close－up　ofthe　epidermal　tissues（adaxial　side）ofGL
coroHa－10bes　showing　the　presence　oftrichomes　and　stomata
indicated　by　arrow．
Bars＝10μm　in（A）and（B），100μmln（C）to（D）．
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4．2．材料及び方法
4．2．1．植物材料
　本研究室の2001年のパラグアイの現調査の際に発見された
Petunia　integrifolia　（Hook．）　Schinz＆Thell．　subsp．　inflata　（R．　E．
Fr．）Wijsman（Cordillera，7，4　km　north　east　of　Altos　to　Loma
Grande，251305　S，571327　W；ceElection　code，　Ando，　Nak　aj　ima＆
Omori　Pl9；November　l9，2001）の種子から得られた後代にお
いて，花冠縁部が緑色となる突然変異体が発見された．
　植物個体の栽培は第2章の通りに行った．
　表現型について，花冠の配色が赤紫色の個体を野生型（wild
Type；WT）（Fig、14A）として，花冠開口部の配色が赤紫色で
花冠縁部が緑色の突然変異体をGreen　coroHa　一一　lobe変異体（GL）
（Fig．14B）とした．
4．2．2．走査型電子顕微鏡
　デジタルHFマイクロスコープVH－8000（KEYENCE，　Osaka）
を用いて花の正面像及び断面像を観察した．
　Jernstedt　et　a1．（1992）によって考案されたレプリカSEM
（Sc　anning　1e．1　ectron　gzi　cr。scopy）法の改変法を用いて，花弁表
皮の観察を行った．
　①歯科用印象材（ジーシーエクザデンチャー（株式会社ジ
　ーシー））のベースペーストとキャタリストペーストを練
　和紙上に等長に押し出し，均一色になるまで約30秒間練
　和する．
　②lmlのシリンジに混合ペーストを注入後，サンプルの花
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弁表皮に塗布し，3分間以上保持した．硬化した印象材を
剥がし，鋳型とした．
③エポキシ樹脂系接着剤2一トンエポキシ（アイ・ティー・
ダブリュー・インダストリー（株））をアルミホイルの上
に2液を同量ずっ押し出しパテナイフで気泡が入らないよ
うに注意しながら一分間均一に混ぜた．
④混合した接着剤を新しいアルミホイルの上に塗布し，そ
の上に鋳整が向き合うように鋳型を乗せ，60℃の恒温器に
1時間以上入れて接着剤を十分硬化させた．
⑤接着剤から鋳型をはがし，接着剤を十分硬化させレプリ
カを作製した．このレプリカをイオンスパッター（HITACH玉
社製E－102010NSPUTTER）に供し，プラチナで表面処理後，
走査型電子顕微鏡（HITACHI社製S－2400）下で観察した．
4．2．3．FBP2遺伝子の単離
　幼葉からDNAを抽出し，　50μ1のTEに溶解させた．その
後，FBP2の。pen　reading　frameを含む領域のPCR反応（付録
3－5）を行い，電気泳動（付録3－6）でDNAの増幅断片の長さ
及び濃度を確認した．プライマーはfbp2－fl（5’－
TATGGGAAGAGGTAGAGTTGAGCTT－3’　）　　と　　fbp2－r5　　（　5’－
CAACCAGCCAGCCATGTAGTT－3’）を用いた．プライマーは，
塩基配列の決定次第に順次設計を行った．
　次に増幅されたDNA断片を含むPCR反応液全量をエタノー一
ル沈澱を行い，10μ1のTEに溶解させた後，電気泳動を行い，
ゲルからの切り出し，ライゲーション，トランスフォーメーシ
ョンを行い，マスタープレートを作成し，コロニーダイレクト
PCRによりレプリカプレートを作成した．レプリカプレートよ
りそれぞれのDNAが挿入された大腸菌を液体培養し，プラス
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ミド抽出を行い，RNase処理，クロロホルム処理，エタノール
沈澱を行った後，1％アガロースゲルで電気泳動を行い，濃度
を確認した．また，抽出したプラスミドをT－vector塩基配列中
のT7プロモーター領域及びSP6プロモーター領域からPCR反
応で増幅させることにより，インサートの確認を行った．
　プライマーはT7　primer及びSP6　primerを用い，反応条件は
94℃5分問の熱変性を行った後，熱変性94℃，45秒間，アニ
ーリング55℃，45秒間，伸長72℃，3分間を30サイクル行い，
72℃，10分問の伸長反応をした．
　抽出したプラスミドを用いてシークエンス解析を行った．ま
た，解析によって5・末端，3’末端より順次に決定された配列
を用いて，未知配列のシーケンス解析用のプライマーを設計し
た、サイクルシーケンス反応に用いたプライマーと反応条件は
以下の通りである．
ホモロジー検索には，BLAST（Altschul　et　aL，1997）を使用し
た．
4．2．4．FBP2　cDNAの単離
　　各個体のステージ3の花冠からtotal　RNAを抽出し，RNA
濃度を測定した．なお，RT－PCRに用いた花器官のステージは，
Angenentら（1994）によるノーザン解析を元に，　FBP2遺伝子
の発現量の多いステージ3（5～15mm程度の大きさ）のつぼみ
を用いた．
　抽出したtotal　RNA　lOμg相当をDNase処理によりDNAを
除去し，クロロホルム処理した後，エタノール沈澱を行い精製
した．
　精製したtotal　RNA　1μgを用いてRT－PCRを行い，電気泳動
でcDNAの増幅断片の長さ及び濃度を確認した．　RT－PCRに用
94
いたプライマーは，fbp2－flとfbp2－r5である．
　増幅されたcDNA断片を含むPCR．反応液全量をエタノール
沈澱を行い，IOμ1のTEに溶解させた後，電気泳動を行い，
ゲルからの切り出し，ライゲーション，トランスフォーメーシ
ョンを行い，マスタープレートを作成し，コロニーダイレクト
PCRによりレプリカプレートを作成した．レプリカプレート
よりそれぞれのDNAが挿入された大腸菌を液体培養し，プラ
スミド抽出を行い，RNase処理，クロロホルム処理，エタノー
ル沈澱を行った後，1％アガロースゲルで電気泳動を行い，濃
度を確認した．また，抽出したプラスミドをT・・　vector塩基配
列中のT7プロモーター領域及びSP6プロモーター領域から
PCR反応で増幅させることにより，インサートの確認を行っ
た．
　プライマーはT7　primer及びSP6　primerを用い，反応条件は
94℃5分間の熱変性を行った後，熱変性94℃，45秒閏，アニ
ーリング55℃，45秒間，伸長72℃，3分間を30サイクル行い，
72℃，IO分間の伸長反応をした．
　抽出したプラスミドを用いてシークエンス解析を行った．ま
た，解析によって5’末端，3’末端より順次に決定された配列
を用いて，未知配列のシーケンス解析用のプライマーを設計し
た．
4．2．5．サザンプロット解析
Petunia　inflata：WT及びGLの幼葉からDNAを抽出し，　RNase
処理，クロロホルム処理，エタノール沈澱を行い30μ1のTE
に溶解させた．その後，dPiTp1の塩基配列を含む領域のPCR
反応を行い，電気泳動でDNAの増幅断片の長さ及び濃度を確
認した、プライマーはfbp2－f7（5’－CTCTAAACCCCTCCCCAACC
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一3・）とfbp2－rll（5㌧TGAAATCCCCCAAAGAAACAATATT－3’）
を用いた．反応条件は95℃5分間の熱変性を行った後，熱変性
95℃，45秒間，アニーリング60℃，30秒間，伸長72℃，2分
30秒間を31サイクル行い，72℃，7分間の伸長反応をした・
　得られたDNA断片を含むPCR反応液全量をエタノール沈澱
し，10μ1のTEに溶解させた後，電気泳動（付録3－6）を行
い，ゲルからの切り出し，ライゲーション，トランスフォーメ
ーションを行い，マスタープレートを作成し，コロニーダイレ
クトPCRによりレプリカプレートを作成した．レプリカプレ
ートよりそれぞれのDNAが挿入された大腸菌を液体培養し，
プラスミド抽出を行い，RNase処理，クロロホルム処理，エタ
ノール沈澱を行った後，1％アガロースゲルで電気泳動を行い・
濃度を確認した．また，抽出したプラスミドをT－vect。r塩基配
列中のT7プロモーター領域及びSP6プロモーター領域から
PCR反応（付録3－5）で増幅させることにより，インサートの
確認を行った．
　プライマーはT7　primer及びSP6　primerを用い，反応条件は
94℃5分聞の熱変性を行った後，熱変性94℃，45秒間，アニ
ーリング55℃，45秒間，伸長72℃，3分間を30サイクル行い，
72℃，10分間の伸長反応をした．
　精製したプラスミドDNAをプロー一ブ作成用の鋳型DNAとし
た．
　上記で得られた鋳型DNAを用いてPCR　DIG　Probe　Synthesis
I（it（Roche）により，PCRプローブの作成を行った．
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Template　DNA
lO×PCR　Buffer　with　MgCl2
10×PCR　DIG　probe　synthesis　mix
downstream　primer（50　pM）
upstream　primer（50　pM）
Ex　Taq　（5U／μD
D．W．
　1μ1
　5μ且
　5μ1
　1μ1
　1μユ
0．75μ1
Total 50μ1
　プライマーはfbp2－f7（5’－CTCTAAACCCCTCCCCAACC－3’）
とfbp2－rll（5’－TGAAATCCCCCAAAGAAACAATATT－3’）を用
い，反応条件は94℃5分間の熱変性を行った後，熱変性94℃，
45秒間，アニー一リング55℃，45秒間，伸長72℃，3分間を30
サイクル行い，72℃，10分問の伸長反応をした．
5－3．Genomic　Southern　Blotting反応
　Petunia　inflata：WTとGLの幼葉から，Plant　DNAzo！Reagent
（Gibco　BRL）を用いてDNAを抽出し，　RNase処理，クロロホ
ルム処理，エタノール沈澱を行い100μ1（ゲノムDINA量：10
μ9）のTEに溶解させ，　DNA濃度を測定した・
　ゲノムDNA（互0μg）を用いて制限酵素処理を行った．制限
酵素はノVsil用いた．
　その後，クロロホルム処理，エタノール沈澱を行い15μ1の
TEに溶解させ，これら全量を用いてサザンプロッティングを
行い，メンプレンフィルターを作製した．
　作製したメンブレンフィルター，dPiTp1の塩基配列を含む
プローブを用いてサザンハイブリダイゼーション行い，ds　Tp　1
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のゲノム中の解析を行った．
〈サザンハイブリダイゼーション〉
①DIG　Easy　Hyb　Granulesの入ったボトルに64mlの滅菌水を2
　回に（1回32mDにわけて加え，37℃で撹搾して溶かす．
　その後は，室温保存．溶解した日付をボトルに書く．数ヶ
　月すると分解してアンモニア臭がするようになったら使用
　しない．
②適量のDIG　Easy　Hyb（メンブレンフィルター100cm2当たり
　10～15m且をハイブリダイゼーション温度（55℃）まであら
　かじめ加温する．メンブレンフィルターをタッパーウェア
　の中で穏やかにしんとうさせながら30分間プレハイブリダ
　イゼーションする．
③DIGラベルされたPCRプローブ（DIG　Easy　Hyb溶液申で約
　100ng／ml相当）を5分問98℃で熱変性させた後，直ちに氷
　水中で冷却させる．
④変性後のDIGラベルされたPCRプローブを，あらかじめ加
　熱したDIG　Easy　Hyb（メンブレンフィルター－100cm2当たり
　3．5mDに加え，気泡が立たないように注意しながらよく混
　和させる（気泡はバックグラウンドの原因となるので注意
　する）．
⑤プレハイブリダイゼーション溶液を捨て，プローブとハイ
　ブリダイゼーション溶液との混合液をメンブレンフィルタ
　ーに加える．55℃で，穏やかに振とうさせながらオーバー
　ナイトでインキュベーションする．
〈洗浄〉
①2×SSC，0．1％SDS（50m1）中で，15～25℃下，5分間×2回，
　一定に振とうさせながら洗浄する．
②0．1XSSC，0．1％SDS（100ml）中で，68℃下，15分間X2回，
　一定に振とうさせながら洗浄する．
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③DIG　wash　buffer（50　mDでメンブレンを2回リンス．
④Bl°cking　s。1ution（50　ml）で30分間振とう．
⑤20mlの2次抗体液で30分間振とう．
　　　（メンブレン全体が浸るくらいの量）
⑥DIG　wash　buffer（50　ml）で15分間，2回洗浄．
⑦Detecti。n　b・u・ffer（10m且）で2分間リンス．
⑧CDP－star（30μ1／cm2）
〈イメージング〉
①LASIOOOで15～30分間，発光イメージを検出した．
　　　（発光は次の日くらいまで持続する．）
4．2．6．ノ・一ザンプロット解析
　FBP2　cDNA断片を含むプラスミドベクターをもちいてノー
ザンプロッティング用RNAプローブを作製した．プラスミド
の直鎖化には，制限酵素Rsalを用いて行った．
　ノ・一ザンンプロッティングには蕾のtotal　RNA　lOμgを用い
た．用いた蕾はその大きさによって4つのステージもしくは蓼，
WTの花冠，　GLの花冠，　GLの花冠縁部の花器官ごとに分けら
れた．ステージ1は1．5mm以下，ステージ2はL5mm～5mm，
ステージ3は5mm～王5mm，ステージ4は15mm～20mmである．
で作製したRNAプローブを用いてノーザンハイブリダイゼー
ションを行った．詳細な方法は，第3章と同様である．
4．2．6．cDNAマイクロアレイ解析
　Shimamuraら（20e7）によって作られたペチュニアのマイク
ロァレイ（2976のプローブを含む）を用いた．このマイクロ
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アレイに使用しているプローブは，Petun・ia　axiUalis（Lam．）Britto，
Sterns＆Poggenb．とPetunia　integrifolia（Hook．）Schinz＆ThelL
の種間雑種の花（尊を含む）の各発達ステージから，t。tal　RNA
を抽出し，cDNAライブラリーを作り，ユニーククローンを選
抜して得た（Shimamura　et　aL，2007）．
　マイクロアレイで比較するサンプルは次の4つの異なる花組
織である．
1）GL変異体の花冠縁部の緑色部位
2）GL変異体の花冠の紫色部位（緑色部位は除く＞
3）WTの花冠
4）WTの尊片
これらの組織からTriZOLILiCIハイブリッド法を用いてtotal
RNAを抽出した．
〈TriZOLによるRNA抽出〉
　①サンプル（o．1・－o．3g）を乳鉢にいれ，液体窒素で凍結させ，
　　粉末状に手早くすりつぶす．
　②lml　TrizOLを加え，撹檸後，エッペンに移してボルテ
　　ックスで概搾する．
　③200μ1クロロホルムを加え，ボルテックスで撹坤をした
　　後，12000rpm，15　min，4°Cの条件で遠心分離する．
　④上澄み（700μ1）を新しいエッペンに回収し，500μの12・
　　プロパノールを加えてボルテックスで撹絆する．
　⑤一20°Cで10min静置する．
　⑥12000rpm，10　minの条件で遠心分離をした後，上澄み
　　を廃棄する．
　⑦500μ1の70％EtOHを加え，12000rpm，10　minの条件で
　　遠心分離をした後，上澄みを廃棄する・
　⑧風乾，37°C（完全に乾燥させない〉．
　⑨30μ1のDEPc水にとかす．
　⑩2μ1を用いて吸光度測定．
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〈LiCl法によるtotal　RNAの精製＞
LiCl沈殿による回収率は70％程度なので，それを見越して最
終的に溶解させる水の量を決める．
　①28μitotal　RNA溶液に1／4　v。1（7μ1）の10　M　LiClを加
　　え，ボルテックスで撹搾する．
　②氷冷，2時間の後，12000rpm，4°C，10　minの条件で
　　遠心分離をする．
　③上澄iみを捨てた後に，70％EtOH（500μDで沈殿をピ
　　ペットマンの先でほぐすようにして洗う
　④12000rpm，4°C，5minの条件で遠心分離をする．
　⑪上澄みを廃棄する．
　⑫風乾，37°C（完全に乾燥させない）．
　⑤滅菌水にとかす．2μ1を用いて吸光度測定
　次に，CyScribe　First－Strand　cDNA　LabeHlng　Kit（GE
Healthcare）を用いて，抽出したtotal　RNAのラベリングを行
った．ハイプリダイゼーション反応は，total　RNAをCy5で標
識したターゲットとpCMVFLのマルチクローニングサイトに
一致する配列をラベルしたCy3標識断片を用いて行った．ハ
イブリダイゼーションとスキャンニングは，Shimamuraら
（2007）の方法に従って行った．すべてのハイブリダイゼーシ
ョンは2反復行った．各サンプルの蛍光強度の比較は，シグナ
ルノイズ（SN）比を計算して行った．SN比が低いスポット（Cy3
の値が2未満かつCy5の値が1未満の蛍光強度）は，以後の
解析から除外した．ノーマライゼーションはCy3の蛍光強度
を用いて行った．mRNAの発現レベルは，2重のターゲットに
対するCy5蛍光強度から計算された．Upregulate遺伝子と
Downregulate遺伝子の境界線は，　Shimamuraら（2007）従って・
発現差1．5－foEd　changeの値とした．
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4．3．結果及び考察
4．3．1．Green－Lobe変異体の花冠形態
　本研究室の2001年のパラグアイの現調査の際に発見された
Petunia　integrifolia（Hook．）Schinz＆The且L　subsp．　in．fiata（R．　E．
Fr．）Wijsman（Cord川era，7．4　km　north　east　of　Altos　to　Loma
Grande，251305　S，571327　W；collection　code，　Ando，　Nak　aj　ima＆
Omori　P19；November　19，2001）の種子から得られた後代にお
いて，花冠縁部が緑色となる突然変異体が発見された．
　表現型について，花冠の配色が赤紫色の個体を野生型（wild
Type；WT）（Fig．14A）　に対して，花冠開口部の配色が赤紫色
で花冠縁部が緑色の突然変異体をGreen　corolla－lobe変異体
（GL）（Fig．14B）とした．
　まず，このGL突然変異体の詳細な変異構造の情報を得るた
めに，走査型電子顕微鏡による花弁表皮の形態観察実験を行っ
た．
　デジタルHFマイクロスコープ及び走査型電子顕微鏡による
観察の結果，WT（Fig．14A）の花冠表面構造は，アントシア
ニン色素を蓄積している円錐i状の表皮細胞が確認でき正常な花
冠表皮組織であることが確認できた（Fig　14C）．一方，花弁に
緑の覆輪変異の表現型を示すGL変異体（Fig．14B）の花弁表
面構造は，緑の覆輪の内側の赤紫色の花弁表皮細胞では，円錐
状の表皮細胞が確認でき正常な花弁であることが確認できたが，
緑色の覆輪部分においては，花弁の表皮細胞とは異なる平面上
の表皮細胞が確認でき，またトリコームや気孔も確認できた
（Fig．14D，　E）（Table　3）．また，　wTの向軸側表皮細胞にはト
リコームや気孔は確認できなかった．GL変異体の緑の覆輪の
内側の赤紫色の花弁表皮組織には，WTと同様にトリコームや
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Table　3，Mean　numbers　of　stoma　and　trichome　at　adaxial　and　abaxial　surface　ofcorolla　lobe
of　wild　type　and　green　lobe　muta孤t　ofPetunia　innata，and　that　of　calyx　lobe　and　leaf
epidermal　cel1surface st・ma／王OOOOPtm2trichome／lmm2
Purple　Lobe（WT）
Green　Lobe（GL）
Calyx　Lobe
Leaf
adaxial
abaxial
adaxiaI
謎baxial
adaxiai
abaxial
adaxial
abaxial
0．Oa
O．Oa
O．8a
22424 』UlD
b
C
C
O．Oa・
7．1
7．9
10．0
11．7
10．3
12．1
8．4
b
bc
cd
　　d
cd
　　d
bc
Values　in　rows　followed　by　the　same　letter　are　not　significantly　different　at　P〈O．05、
103
気孔は確認できなかった．このことからGLの花冠縁部は葉様
または薯様器官に変異しているものと考えられた．さらに，表
現型に　GLを示す系統の個体では，しばしば菊が花弁化する花
が見られた、Vandenbusscheら（2003＞が行った逆遺伝学的手
法によって得られた突然変異ペチュニアで上述のようなGL系
統と同様な変異現象が報告されている．Vandenbusscheら
（2003）によると花冠縁部の尊様化の原因は，MADS・box遺伝
子群の、FBP2（Floral　Binding　1〕rotein2）遺伝子の変異によって
引き起こされた突然変異であり，さらに蔚が花弁化する現象も
報告されており，これにはFBP2遺伝子とFBP5遺伝子の二重
突然変異によって引き起こされると報告されている．今回発見
されたGL系統も同様にFBP2遺伝子に変異が引き起こされて
いるのではないかと考えられた．
4．3．2．Green－Lobe変異体の遺伝様式
　GL変異体の自家受粉系統をH2個体観察したところ，すべ
てGLの表現型であった．次にGL変異体とWTまたは‘Bacarra
LightSalmon’を交配し，後代を得た．得られたFlの表現型は・
すべてWTと同じ表現型となった．F1を交雑して得られたF2
の表現型を確認したところ，WT表現型になった個体は2358
個体で，GL表現型になった個体は801個体であった．この実
測値と，GL表現型の原因が一遺伝子による帰無仮説の期待値
（3：1）でカイニ乗検定を行った．カイニ乗値0．2137となり
5％レベルで，有意差が認められなかった（Table　4）．よって
帰無仮説は棄却され無い．っまり，GL表現型の原因が一遺伝
子によることが考えられた．
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Table　4．　Phenotypes　of　corolla　limb，　genotypes，expected　proportion，　and　observed　and　expected
　　　　　　　frequencies　of　rogenies　of　WT（P．infi　ata　or　’Baccara　Li　ht　Salmon，）x　GL　mutant．
Genotype
　　　　　　WT　　　　　　FBP2FBP2，　FBP2ifbp2
　　　　　　GL　　　　　　fOP2fOP2
　　　　　Total
Z2valuc　fbr　the　expected　ratio　of　3：1＝02137
Expectcd
pro　orti　on
4・4・－！qJll
Observed
fre　uency
2358
801
3159
Expected
fre　uency
2369．25
789．75
3159
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4．3．3．Green－1．obe変異体の原因遺伝子座の単離
　Angenentら（1994），　Ferrarioら，（2003），　Vandenbusscheら
（2003）が行った逆遺伝学的手法によって得られた突然変異ペ
チュニアでGL系統と同様な変異現象が報告されている．
Vandenbusscheら（2003）によると花冠縁部の尊様化の原因は，
MADS－box遺伝子群のFβP2（Floral　Binding　Protein2）遺伝子
の変異によって引き起こされた突然変異であると報告されてい
る．
　今回発見されたGL系統も同様に1FBP2遺伝子に変異が引き
起こされているのではないかと考えられた．そこで次に，WT
とGL系統におけるFBP2遺伝子を調べるために既存の，FBP2
cDNA配列（GenBank：M91666）をもとに設計したプライマー
を用いてWTとGLのPCR解析及びシークエンス解析を行った．
　PCR解析で得られたDNA断片はfbp2－fl＋fbp2－r5（Fig．15）
では，WTで約5kbpの増幅のみが確認された．一方，　GL変異
体では約7kbpの増幅のみが確認された．このことから，増幅
された断片に，GLで変異がある可能性が考えられた．そこで
この領域では得られた2つ断片をともにクローニングし，配列
を決定した．
　シークエンス解析の結果，P．　inflata（WT）におけるFBP2
ゲノムDNA配列とcDNA配列（GenBank：M91666）を比較し
たところ，ゲノムDNA配列中には7つのイントロンの挿入が
確認された．第1イントロンは，配列中の221bpから始まり
1509bpまでの計1289　bp，第2イントロンは，配列中の1589bp
から始まり3275bpまでの計1687　bp，第3イントロンは，配
列中の3344bpから始まり3443　bpまでの計IOO　bp，第4イン
トロンは，配列中の3544bpから始まり3686bpまでの計143　bp，
第5イントロンは，配列中の3729bpから始まり3937　bpまで
の計209bp，第6イントロンは，配列中の3980　bpから始まり
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21．2
5．1
3．5
Figure　15．　PCR　analysis　of　DNA　isolated　from　1）．　inflata
plant　ofwild　type（WT）and　green　coro11a－lobe　type（GL）．
The　DNA　fragment　was　amplified　with　fbp2－forl　and　fbp2－
rev5　primers．The　number　to　the　left　indicatesthe　DNA　size
maker（kb，　lane　M）．
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4366bpまでの計387bp，第7イントロンは，配列中の4501bp
から始まり5017bpまでの計516bpであった．
　また，ゲノムDNA配列中のエクソン部分には5つの塩基置
換が確認できた．
　さらにこの塩基配列をBLASTで検索をすると第7イントロ
ンとPetunia　integri　fo　1ia　subsp．　inftata　S2　self－incompatibility
ribonuclease（S2－RNase）and　S2．且ocus　F－box　protein（SLF2）gelles
（GenBank：AYI36628）のスペーサー領域の一部（265622　bか
ら265878b）で91％のホモロジーが確認できた．
　これらの結果から，MADS－box遺伝子群に属するFBP2遺伝
子は，7つのイントロンを含むゲノム構成であり，そのエクソ
ン部分には5つの塩基置換があることがわかった．
　次ぎに，このFBP2ゲノムDNAの配列を元に新たにプライ
マーを設計し，FBP2遺伝子が変異していると考えられるGL
変異体のP．inflataで，シークエンス解析を行ったt
　FBP2　cDNA配列（Mgl666），　WT由来のFBP2ゲノムDNA配
列とGL由来のFBP2ゲノムDNA配列を比較したところ，GL
由来の，FBP2ゲノムDNAの第2イントロンでインサーション，
また．第7イントロンに約251bのデリーションが見られた．
　このインサーションされた塩基配列の5’側と3’側を比較す
るとCACTACTAAAAAAからなる逆方向反復配列（lnverted
terminal　repeat：ITR），13bpが見られた．更に5’損ll　ITRの上
流，3・側ITRの下流にGTA，3bpの同方向反復配列（Direct
repeat：DR）が見られ，この配列は標的部位であると思われた・
このことからインサーションされた塩基配列は，全長2129bp
からなるトランスポゾンであると考えられた（Fig．16）．
　このトランスポゾンの配列を推定されるアミノ酸配列に変換
し，BLASTにかけたところ，Petunia妙加’ゴoとシロイヌナズ
ナのEn／Spm・1ikeトランスポゾン（GenBank：AAG15543と
BAA97097）と相同性を示した，
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〆1 評
蕊　3
評i
⑪イや腎＼
dPifiρf（2123　b　p）
國鰭駕工鮒．
dPiflrpf
AAG　15543
BAA97097
」㎜鷹撫翻
Figure　16．　Structural　organization　of∫わ、P2　allele　containing
ゴPノ∫τ」ワ1．
The　s、olid且ine　in　intron　II　shows　the　poEition　oftheゴ、P’fTpi
insert．　The　target　site　duplications　are　boxed，　and　terminal
inverted　repeats　are　shown　by　dotted　under　lines．　Sequence
alignment　ofpart　ofthe　predicted、En／Spm　transposase－like
protein（shown　by　TP）of｛ゴ、P’／Tp1，AAG15543　from　Pe’un’a
’り）brida　and　BAA97097　from！｛rab’ゴo、ρ5’∫tha〃ana．　Conserved
arnino　acids　are　shaded　black．
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また，、∫P〃2familyは3bpの同方向反復配列とCACTAの塩基配
列を含む13bpのITRを持っ特徴があり（大坪ら，1992），今
回発見された挿入配列はこの特徴を持っていた．だがしかし，
このトランスポゾン様DNA配列は，全長2123bpと完全なSpm
トランスポゾンの6～8kbpと完全に長さが異なっていた．一
方，自律因子のSpmに対してその非自律因子であるdSpm
（defe　ctive　Spm）は0．8～2．2　kbpと比較的短い塩基配列であり，
今回発見したトランスポゾン様DNA配列と同等の長さである
ことがわかった．
　今回発見したトランスポゾン様DNA配列はdPiTp1と名付け
ることにした．また，このトランスポゾンは新規のトランスポ
ゾンである可能性が考えられた．そこで，dPiTp1がトランス
ポゾンとしてゲノム中にどれほどコピーを持っているか調べる
ため，totalゲノムDNAを用いたGenomic　S。uthern　Blot法に
よる解析を行った．
　ゲノムDNAの消化に用いた制限酵素（Nsil）で複数のバン
ドが確認された（Fig．17）．
　また，WTとGLで明確な多型の差が見られ，約2．8　kbpの
バンドがfbp2ゲノム遺伝子内に存在しているdPiTp1である可
能性が考えられた．
　以上のことから，dSpm様トランスポゾンdPiTp　1は，P．’ηガ醒α
のゲノム中に複数のコピーをもっており，ゲノム中を頻繁に転
移していた可能性が考えられた．その結果，GLのノ＋bp2ゲノム
遺伝子内に転移して，その遺伝子機能を抑制したのではないか
と考えられた．
　GLにおけるfbp2ゲノム遺伝子配列は，イントロンで多くの
変異が引き起こされていた．これはFBP2遺伝子にdPiTpiが
挿入されたために他の変異を誘発したのではないかと考えられ
た．このことからもこのdsTp1が挿入されたのはかなり古いも
のであることが考えられた．
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A
probe　used　in　southern　analysis
　　　　　　　－　　 　 　　 　 　　　　　Nsi　l
5
ノVsi　1
dPifiρ7（2129　b　p）
3
B Nsi　I
WT　GE
5．1－
4．2一
3．5一
2．0一
1．5一
＜
Figure　17．　Genomic　Southern　blot　analysis　ofdi）ifTp1．
（A）Diagram　ofthe　fbp2　a11ele　withゴ1）ノfTp1．Exsons　and　introns
are　indicated　with　boxes　and　solid　lines，　respectively．　The
position　ofNs’I　sites，　the　dPiノ【Tpl　insert，　and　the　region　used　as
the　probe　for　are　indicated．（B）Southern　blot　of／V∫’1－digested
genomic　DNA．　The　probe　for　c！P　ifTpl　was　prepared　by　PCR　DIG
Probe　Synthesis　k量t．　Lane　WT，　wild　type；1ane　GL，　green　lobe
mutant．　The　arrow　head　indicates　the／Vsil　fragmentfrom　the∫わρ2
gene　with　dl）ifTp1．The　numbers　at　the　left　indicated　the
positions　ofDNA　size　makers（kb）．
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　以上の結果から，GL変異体では，！bp2ゲノム遺伝子配列に
おいてdPiTp1の挿入とその他の変異によって，fbp2遺伝子の
機能が欠失し，花冠縁部が葉様化したものと考えられた．
　そこで，fbp2遺伝子の機能の欠失が以上の原因で本当に引
き起こされているか，また転写やその発現量はどのようになっ
ているか解析する必要があると考えられたので，RNAを用い
てRT－PCR及びノーザンプロット解析を行うことにした．
ll2
4．3．4．FBP2遺伝子の発現
　RT－PCRの結果，　WT由来の，F’BP2　cDNAは，約0．9　kbの増幅
断片が確認でき，推定される既存のcDNA（accession　number：
M91666）の長さと一致していた．一方で，　GL系統のP19b3－17
でははっきりとした増幅断片は確認できなかったが，P19b3－18
由来のcDNA断片と同様の長さの位置（約O．9　kbp）に薄いcDNA
断片の増幅が確認できた．
　また，コントロールとして行ったPhADFIの領域における
RT・・PCRでは，　PIgb3－18，　P19b3－17ともにPhADFl　cDNAの増
幅が確認できたため，抽出されたRNAの精度に問題は無いと
考えられた．
　さらにcDNA断片をクローニングし，シークエンス解析を行
い既存のFBP2　cDNA配列（accession　number：M91666）と比較
したところ，。pen　reading　frame内で5カ所の塩基置換が確認
された．また，この5カ所の塩基置換はWTにおけるFBP2ゲ
ノムDNA塩基配列に依存していたものであり，このFBP2　cDNA
が，目的のゲノムDNAから転写されたものであると考えられ
た．
　この得られたcDNA配列を推定されるアミノ酸配列に変換し
て既存のFBP2アミノ酸配列（accession　number：AAA86854）と
比較を行ったところ，241残基すべてにおいて完全に一致した．
このことから，WTにおけるFBP2　cDNA配列で見られたopen
reading　frame内の5カ所の塩基置換は，アミノ酸配列への翻
訳に影響しない変異のSilent　mutationであることがわかった．
また，同様にGL由来のcDNA断片をクローニングし，シーク
エンス解析を行い既存のWTのFBP2　cDNA配列と比較したと
ころ，open　read　ing　frame内で2カ所の塩基置換が確認された．
また，この2カ所の塩基置換はGLにおけるFBP2ゲノムDNA
塩基配列に依存していたものであり，このFB1）2　cDNAが，目
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的のゲノムDNAから転写されたものであると考えられた．
　この得られたcDNA配列を推定されるアミノ酸配列に変換し
て既存のWTのFBP2推定アミノ酸配列と比較を行ったところ，
241残基すべてにおいて完全に一致した．このことから，WT
における、FBP2　cDNA配列で見られたopen　reading　frame内の2
カ所の塩基置換は，アミノ酸配列への翻訳に影響しない変異の
Silent　mutationであることがわかった．
　このWTから得られたcDINA配列をもとに設計したRNAプ
ローブで花の各発達段階におけるノーザンプロツティング解析
を行ったところ（Fig．18A），ステージ1ではWTでFBP2の発
現が確認されたが，GLではほとんど発現が確認できなかった．
ステージ2，3または4ではともに，GLの発現の低下が確認さ
れた．
　この結果から，WTではステージ1においても発現している
ため正常にFBP2が機能しているものではないかと考えられた．
一方，GLでは，ステージ1では発現が確認されないものの他
のステージではFBP2は発現しているように考えられる．FBP2
の花器官別の発現では尊以外のすべての花器官で同等に発現し
ていることがすでに知られている（Angenentら，1992；Ferrario
ら，2003）が，このGL系統でも花器官別の発現量が同等であ
るか，もしくは花冠縁部特異的に発現量が抑制されているのか
調べる必要性があると考えられた．
　そこでGL系統のステージ3の発達段階おける各花の部位の
FBP2発現量をノーザンプロッティング解析により比較したと
ころ，尊では発現が確認されなかったが，他の花器官では発現
が確認された（Fig．18B）．　GL変異体の花冠の紫色部位（緑
色部位は除く）とWTの花冠は，高いレベルで発現が確認され
た．一方，GL変異体の花冠縁部の緑色部位では，発現が有意
に抑制されていた．
　このことから，今回発見されたGL変異では花冠縁部で特異
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Figure　18．　Northern　blot　analysisof　FBP2　gene．
（A）Total　RNA　was　isolated　from　wild　type（WT）and　green－10bes　type
（GL）in　the　P．　inf1　ata　floral　tissues　of　four　different　developmental
stages．　Stage　I　represents　floral　budssmallerthan　1．5　mm，　stage　II，　III
and　IV　are　floral　buds　between　1．5　and　5，5and　l5and　15and　20　mm，
respectively．
（B）Total　RNA　was　isolated　from　corolla－limb　including　the　coro11a－
10bes（1ane　1）ofWT，　the　purple　corolla－limb　ofGL（1ane　2），　green
corolla－lobes（lane　3）ofGL　and　calyx－10bes（！ane　4）of　WT．
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的にFBP2の発現が減少したために，引き起こされた変異なの
ではないかと考えられた．
　以上の結果から，GL変異体ではWT系統と比較してFBP2
遺伝子の発現が何らかの原因によって抑制され，そのために花
冠縁部の花器官形成が正常に行われず薯化してしまったものと
考えられた．
4．3．4，IFBP2遣伝子の突然変異に影響する他の遺伝子の網羅
的解析
　GLの花冠縁部の表皮構造は，花のアイデンティティーを失
っており，尊や葉の構造に類似した表皮構造になっていた．ま
た，GLで変異していたFBP2遺伝子はMADS－box転写因子で
あり，他の遺伝子の発現にも大きく影響しているかもしれない．
そこで，Shimamuraら（2007）によって作られたペチュニアの
cDNAマイクロアレイを用いて，GL変異体とWTにおける2976
遺伝子の発現を解析した．また，最小限界値は，Shimamuraら
（2007）によって設定された蛍光強度比の1．5foldchangeとした．
Fig．19に示した散布図は，マイクロアレイにおけるそれぞれの
遺伝子のシグナル強度を示している．Figコ9の点線は，2つの
異なるRIN・Aサンプル間で1．5倍以上の蛍光強度を示している．
　マイクロアレイによる網羅的解析は，DGL変異体の花冠縁
部の緑色部位，2）GL変異体の花冠の紫色部位（緑色部位は除
く），3＞WTの葛片のRNAとWTの花冠のRNAを比較した．
GL変異体の花冠の紫色部位（緑色部位は除く）の遺伝子発現
とWTの花冠の遺伝子発現は，ほとんど同様な遺伝子発現レベ
ルを示した（Fig．19A）．ただし，　GL変異体の花冠の紫色部位
（緑色部位は除く）の遺伝子発現は，39遺伝子の発現が上昇
し，9遺伝子の発現は抑制されていた（Fig．20）．これに対し
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Figure　19．　Overview　ofexperiments　and　scatter　plot　graphs　of
expression　distribution　patterns　of　2331　ESTs　after　microarray
hybridization　with　labeled　cDNAprobes　obtained　from　mRNA　of
four　different　floral　tissues；GGL（green　corona－lobes　ofGL
mutant），　PGL（purple　corolla－limb　ofGL　mutant），　WT（purp！e
corolla－lobes　plus　purple　corolla－limb　ofWT），　CAL（calyx　lobes　of
WT）．　On　each　diagram，　F」BP2　gene　is　represented　by　the　solid
triangle．　The　common　up－reguiated　genes　to　GGL　and　CAL　against
WT　are　represented　by　open　triangles．
（A＞The　distribution　ofthe　signal　log　ratio　values　for　WT（x　axis）
and　PGL（アaxis）was　shown．
（B）The　distribution　ofthe　signal　log　ratio　values　for　WT（x　axis）
and　GGL（アaxis）was　shown．
（C〕The　distribution　ofthe　signal　log　ratio　vaiues　for　WT（x　axis）
and　CAL（アaxis）was　shown．
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Figure　20．　Venn　diagrams　ofthe　numbers　ofoverlapping　and
nonoverlapping　of　genes　that　up－regulate（A）and　down－regulate
（B）at　least　1．5－fold　change　for　WT．
Abbreviations　for　floral　parts　are　the　same　as　in　Figure　19．
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て，GL変異体の花冠縁部の緑色部位とWTの花冠を比較した
ところ，96遺伝子の発現が上昇し，84遺伝子の発現は抑制さ
れていた（Fig．20）．　WTの花冠と比較して，　GL変異体の花冠
縁部の緑色部位とWTの尊片の遺伝子発現の中には，　ribulose
1，5－bisphosphate　carboxy　lasesの様な光合成関連遺伝子が特に
多く発現していた（Table　5）．
　Angenentら　（1994），　Ferrario　ら，　（2003），　Vandenbusscheら
（20G3）によると，MADS－box遺伝子群のFBP2（Floral　Binding
Pro　te　in2）遺伝子の変異によって，花冠組織から専組織への変
異が引き起こされると報告されている．このように，GLの花
冠縁部緑色部位の遺伝子発現プロファイルは，尊の遺伝子発現
プロファイルと関連して研究された．また，WTの花冠の遺伝
子発現プロファイルとGLの花冠縁部緑色部位または薄の遺伝
子発現プロファイルを比較することによって，GLの花冠縁部
緑色部位遺伝子発現は，苺の遺伝子発現よりも花冠の遺伝子発
現に近いことが分った．っまり，GLの花冠縁部緑色部位は，
形態的には尊または葉と同様であるが，遺伝子の全体的な機能
は花に近いということが分った．
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4．4．摘要
　新規表現型である花冠縁部が緑色で花冠開口部が赤紫色を呈
するPetunia　infl　ata（GL）が同定された、花冠縁部緑色部位の
向軸側表皮は，トリコー一ムや気孔が形成されていて，葉または
尊片と類似した形態を示しす．GL表現型は劣性の単一遺伝子
によって制御されている．GL変異体において，新規のdefective
spm－1ike　transposable　elementが，　FBP2（Floral　Binding・Protein
2）遺伝子の第ニイントロンに挿入されていた．ノーザン解析
の結果から，GL変異体におけるFBP2遺伝子の発現は，野生
型よりも低い発現レベルであった．P．　axi〃aris　and　P．
integr　ifo　liaの種問雑種のcDNAより作製されたcDNAマイク
ロアレイを用いて，GLの花冠縁部緑色部位と緑色部位を含ま
ない花冠開口部（赤紫色部位）の網羅的遺伝子発現は，野生型
の花冠縁部と薯片の遺伝子発現と比較された．GLの花冠縁部
緑色部位では，他の花冠着色部位よりもribulose　l，5。
bisphosphate　carb。xy　laseのような光合成関連遺伝子が高レベ
ルで発現していた．P．　inflataの花冠縁部は，　FBP2遺伝子の発
現が抑制されることによって，花冠縁部の組織が葉状組織に復
帰すると考えられた．つまり，FBP2遺伝子は，花冠縁部の葉
状形態形成の機能を抑制している遺伝子の可能性がある．
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